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Razvoj mikrofluidne platforme za pripravo in analizo mikrokapljic 
Povzetek: 
Intenzifikacija procesov na osnovi miniaturizacije, visoka zmogljivost, nizki stroški 
obratovanja in potrošnega materiala, laminarni tokovni režimi, precizen nadzor in možnost 
manipulacije toka tekočin, učinkovit prenos toplote in snovi. Vse to in še več so lastnosti, ki 
definirajo mikrofluidiko, vedo, ki je spremenila paradigmo biokemijskih in kemijskih raziskav 
ter načrtovanja procesov v zadnjih treh desetletjih. 
 
Ena izmed podskupin mikrofluidike je kapljična mikrofluidika, ki deluje na principu ustvarjanja 
kapljic s prostorninami med 10-9 L in 10-15 L, ki jih lahko uporabimo za pripravo 
mikrobioreaktorjev za karakterizacijo posameznih celic. Glavna uporabnost takšnih sistemov 
je izvedba hitrih presejalnih testov, s katerimi povišamo pretočnost eksperimentov za faktor več 
tisoč in hkrati občutno znižamo stroške njihove izvedbe. Glavni kriteriji za uspešnost takšnega 
sistema so pravilen izbor posameznih komponent dvofaznega sistema, stabilnost nastale 
emulzije, uspešna inkapsulacija biološkega materiala v kapljice ter njihova detekcija in 
sortiranje glede na analizo vsebine.   
 
V nalogi je predstavljen razvoj mikropretočne platforme za izvedbo hitrih presejalnih testov na 
osnovi detekcije vsebine kapljic in nadaljnjega sortiranja. Opisane so različne komponente in 
pogoji tvorbe kapljic, ki zagotavljajo tvorbo stabilne in monodisperzne emulzije na različnih 
mikrofluidnih čipih. Opisan je postopek izdelave mikrofluidnega čipa iz polidimetilsiloksana 
za pripravo kapljic, ki v nadaljevanju omogoča tudi povezavo z ustreznim detektorjem 
riboflavina in sortiranje kapljic. V okviru predstavljenega dela sem uspel razviti detekcijo 
vsebine kapljic, ki so vsebovale različne koncentracije standarda riboflavina s sklopljenim 
sistemom čipa in detektorja absorbance. Razviti sistem bo v nadaljevanju omogočal 
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Development of a microfluidic platform for microdroplet generation and analysis  
Abstract: 
Process intensification by miniaturization, high-throughput, low operating and material costs, 
laminar fluid flow, precise control, and fluid manipulation, efficient heat and mass transfer. All 
of the above and more are key properties that define microfluidics, a science that has changed 
the paradigm of biochemical and chemical research and process development in the last three 
decades.  
 
Droplet-based microfluidics is a subclass of microfluidics, where small droplets from 10-9 L to 
10-15 L are generated. Droplets serve as isolated microbioreactors where various biological 
experiments can be performed. High throughput screening (HTS) experiments are the main and 
most important use of droplet-based microfluidics. A 1000-fold increase in throughput and a 
significant reduction of assay reagent cost can be obtained by using microfluidics for screening 
experiments. The main criteria for successful usage of a droplet-based microfluidics platform 
are an adequate selection of chemicals of a two-phase system, emulsion stability, successful 
encapsulation of biological material in droplets, detection and sorting, based on content 
analysis. 
 
Development of a droplet microfluidic platform with intent to use it for HTS experiments is 
presented. Chemicals that meet the criteria for use in droplet microfluidics are reported. 
Different droplet generation conditions which ensure the creation of stable and monodisperse 
emulsion on various microfluidic chips are presented. The process of droplet generation chip 
made from polydimethylsiloxane fabrication is described. The coupled system of microfluidic 
chip and optical detector ODcube instant proved to be successful in carrying out detection 
experiments on droplets based on different concentrations of riboflavin standard laden droplets 
and has the potential to be used in future in a HTS experiment for selection of the best riboflavin 
producing microorganism mutant. 
 
Keywords: droplet microfluidics, polydimethylsiloxane, microbioreactors, high-throughput 
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Seznam uporabljenih kratic: 
 
2PP   dvofotonska polimerizacija (angl. two-photon polymerization) 
ABS    akrilonitril butadien stiren 
BZT    benzetonijev klorid 
Ca    kapilarno število 
COC    ciklični olefinski polimeri 
CPC    cetilpiridinijev klorid 
CTAB   cetrimonijev bromid 
dPCR   digitalna verižna reakcija s polimerazo 
FACS   fluorescenčno aktiviran celični sorter (angl. fluorescence activated cell sorter) 
FDM   modeliranje s spajanjem slojev 
fps   hitrost predvajanja sličic na sekundo (angl. frames per second) 
HLB   hidrofilno lipofilno razmerje (angl. hydrophilic lipophilic balance) 
MJM   »multijet modeling« 
MS   masna spektrometrija 
PAS   površinsko aktivna snov 
PBS   fosfatni pufer s soljo 
PC   poli(karbonat) 
PDMS  poli(dimetilsiloksan) 
PLA  poli(laktična kislina) 
PA   poli(amid) 
PMMA  poli(metilmetakrilat) 
PS   poli(stiren) 
PTFE   poli(tetrafluoroetilen) 
Re   Reynoldsovo število 
SL   stereolitografija 
UV   ultravijolična (svetloba) 
We   Webrovo število 
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A  površina [m2] 
c   koncentracija [mol/m3] 
f   prostorninske sile 
h   višina [m] 
L  dolžina [m] 
Q   pretok [m3/s] 
R   splošna plinska konstanta [J/molK] 
r  polmer [m] 




Rx  polmer ukrivljenosti v X smeri koordinatnega sistema [m] 
Ry   polmer ukrivljenosti v Y smeri koordinatnega sistema [m] 
T  temperatura [K] 
v   hitrost [m/s] 
V   prostornina [m3] 
v(r)  hitrost pri določenem polmeru [m/s] 
vd  hitrost dispergirane faze [m/s] 
xiv 
 
vk  hitrost kontinuirne faze 
w   širina [m] 
ΔP   padec tlaka [Pa] 
 
Γ   površinska koncentracija [mol/m2] 
γ  medfazna napetost [N/m] 
η  dinamična viskoznost [Pa·s] 
ηk  dinamična viskoznost kontinuirne faze [Pa·s] 
ρ  gostota [kg/m3] 
ρd  gostota dispergirane faze [kg/m3] 





Industrijska biotehnologija temelji na uporabi mikroorganizmov in encimov za proizvodnjo 
produktov, ki se uporabljajo na različnih področjih. To so kemijska, farmacevtska in 
prehrambna industrija, proizvodnja tekstila, energetika, industrija polimerov ter sinteza novih 
materialov. Povezovanje znanj biokemije, mikrobiologije, genomike, proteomike, 
bioinformatike, biologije in inženiringa je izredno pomembno za uspešno vodenje 
industrijskega biotehnološkega procesa.  
Metabolni inženiring v zadnjem obdobju postaja vse pomembnejši pristop pri razvoju 
mikrobioloških sevov na področju industrijske biotehnologije. Omogoča optimizacijo 
proizvodnje specifičnih produktov s pomočjo genske manipulacije celičnega materiala. 
Usmerjena evolucija je ena izmed uporabljenih metod metabolnega inženiringa, ki spreminja 
strukturo celic in proteinov z namenom ciljnih sprememb in izboljšanja njihovih lastnosti. To 
so lahko izboljšanje celične produkcije posameznih metabolitov, povišanje encimske 
aktivnosti, sprememba specifičnosti, povišana stabilnost in odpornost na spremembe pH in 
temperature in druge [1]. Pri usmerjeni evoluciji je preiskovani vzorec mikroorganizmov ali 
proteinov podvržen ponavljajočim se korakom mutageneze, kar privede do nastanka zelo 
številčne knjižnice različic vzorca (tudi več milijonov različic). Pred korakom selekcije ustrezne 
variante mikroorganizma ali proteina je tako treba preveriti in analizirati celotno knjižnico. 
Zaradi ogromne količine eksperimentov je ta postopek časovno potraten, stroški pa so lahko 
zelo visoki. Deloma se ta problem rešuje z uporabo avtomatiziranih robotskih tehnik, v zadnjem 
obdobju pa se vse bolj uveljavlja tudi uporaba mikrofluidike. Z uporabo mikrofluidnih metod 
se pretočnost opravljenih eksperimentov poveča, višina stroškov pa bistveno zniža. 
Miniaturizacija, visoka zmogljivost, nizki stroški obratovanja in potrošnega materiala, 
laminarni tokovni režimi, precizen nadzor ter možnost manipulacije obnašanja tekočin, 
kakovosten prenos toplote in snovi preko sistema. Vse to in še drugo so lastnosti, ki definirajo 
mikrofluidiko, vedo, ki je spremenila paradigmo biokemijskih in kemijskih raziskav v zadnjih 
treh desetletjih [2].  
Mikrofluidika je interdisciplinarna veja znanosti, ki se ukvarja s proučevanjem obnašanja 
kapljevin na mikrometrski skali in se hitro razvija že desetletja. V zadnjih letih so znanstveniki 
mikrofluidne sisteme uspešno integrirali v številne procese in raziskave na kemijskih in 
bioloških znanstvenih področjih. Mikrofluidika tako igra pomembno vlogo pri raziskavah o 
sintezi novih materialov, zeleni kemiji, v prehrambni industriji, farmaciji, medicini, kot tudi v 
biokemiji, biotehnologiji, mikrobiologiji in molekularni biologiji [3].  
Za uporabo mikrofluidnih sistemov v biotehnoloških procesih danes že obstajajo številne 
komercialne in delno komercialne rešitve. Ena izmed takšnih rešitev temelji na uporabi sub-
mikronskih kapljic, kjer gre za kompartmentalizacijo posameznih eksperimentov. Kapljice 
namreč služijo kot izolirani mikrobioreaktorji, v katerih potekajo ločeni eksperimenti. Tej vrsti 
mikrofluidike pravimo kapljična mikrofluidika oziroma mikrofluidika na osnovi kapljic (angl. 
droplet-based microfluidics). Kapljična mikrofluidika in njena uporaba vzbuja zanimanje 
številnih strokovnjakov in raziskovalcev različnih področij. Možne aplikacije in nova odkritja 
s področja mikrofluidike pa se ažurno opisujejo v številnih preglednih člankih in objavah o 
posameznih raziskavah s področja [4–6]. 
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1.2 Kapljična mikrofluidika 
Pri kapljični mikrofluidiki gre v osnovi za tvorbo zelo majhnih kapljic ene kapljevine v drugi, 
nosilni kapljevini. Tvorba kapljic poteka v mikrokanalih na tako imenovanih mikrofluidnih 
čipih. Kapljevino, ki tvori notranjo fazo – kapljico, imenujemo dispergirana faza, zunanjo 
kapljevino, ki kapljico obdaja, pa kontinuirna faza [7]. Takšni sistemi so običajno voda-olje 
(V/O), olje-voda (O/V) in zrak-olje ali zrak-voda. Obstajajo tudi kompleksnejši sistemi, to so 
dvojne emulzije (V/O/V ali O/V/O). Vidimo, da je izbor kapljevin za tvorbo ustrezne emulzije 
velik, pogoj je le ta, da se fazi med seboj ne mešata [8]. Ob izpolnjenem pogoju, da smo izbrali 
ustrezen kapljevinski sistem, lahko govorimo o prostorskem ločevanju posameznih kapljic, saj 
se tvori stabilna emulzija, kjer so kapljice obstojne in med seboj povsem ločene, komponente 
znotraj njih pa izolirane od okolice. Reagenti in biološke komponente, ki so inkapsulirani v 
njih, tako ne morejo priti v stik z okoliško kapljevino (kontinuirno fazo) ali z drugo kapljico, 
kar pomeni, da je možnost kontaminacije oziroma redčitve vzorca zelo majhna.  
Kapljična mikrofluidika je le ena izmed podvrsti mikrofluidike, za katero veljajo vse glavne 
značilnosti mikrofluidike. Karakteristične dimenzije mikrofluidnih čipov tako znašajo manj kot 
1 mm, običajno v območju nekaj 10 do nekaj 100 μm, prostornine ustvarjenih kapljic pa od 
nekaj mikrolitrov (10-6 L) do velikostnega reda femtolitrov (10-15 L) [8]. Velikost tako 
ustvarjenih kapljic sovpada z velikostjo večine bioloških celic, zato ima kapljična mikrofluidika 
izrazit vpliv tudi na področju celičnih raziskav. Ravno pri bioloških raziskavah je opisana 
miniaturizacija zelo pomembna, saj je cena uporabljenih reagentov, encimov, biomarkerjev in 
celičnih kultur, ki jih inkapsuliramo, pogosto zelo visoka, poleg tega pa se zmanjša tudi količina 
odpadka, kar ravno tako znižuje stroške procesa. Zaradi majhnih dimenzij pride do izraza tudi 
zelo visoko razmerje med površino (A) in volumnom (V), kar pomeni, da sta prenosa toplote 
in snovi preko sistema zelo hitra, difuzijske razdalje pa kratke. 
Ena izmed glavnih prednosti je torej sposobnost inkapsulacije posamezne biološke celice v 
kapljico, kjer vsaka kapljica predstavlja od okolice povsem izoliran mikrobioreaktor. Ker so 
kapljice po velikosti običajno praktično identične (razlike v velikosti so med 1 in 5 %), 
govorimo o visoki stopnji monodisperznosti [9]. To pa pomeni, da so reakcijski ali kultivacijski 
pogoji v posameznih kapljicah praktično identični, zato lahko vse kapljice obravnavamo 











1.3 Uporaba kapljične mikrofluidike v mikrobni biotehnologiji  
Izbira pravilnih parametrov vodenja kompleksnega biotehnološkega procesa ali izvajanja 
preprostejših eksperimentov je zelo pomembna. Na kakovost opravljenih eksperimentov in 
njihove rezultate vplivajo tako pravilen izbor obravnavanega mikroorganizma kot tudi pravilen 
izbor komponent gojišča, temperature, vrednosti prisotnega kisika, pH itd.  
Zaradi velikega števila spremenljivih parametrov, ki vplivajo na končni proces, so 
eksperimenti, s katerimi določamo optimalne pogoje, pogosto dolgotrajni, cena njihove izvedbe 
pa zaradi uporabljenih materialov in reagentov visoka. Z mikrofluidnim pristopom se čas 
eksperimentov občutno zmanjša, prav tako tudi strošek opravljanja eksperimentov, s čimer se 
pospeši razvoj celotnega bioprocesa. 
Z mikrofluidiko lahko izvajamo eksperimente izboljšave sevov (angl. strain improvement) v 
kombinaciji z naključno mutagenezo z izvedbo hitrih presejalnih testov. Mikrofluidika 
omogoča presejanje tudi do več milijonov celic na tedenskem nivoju in s tem občutno izboljšuje 
rezultate, ki jih dosegajo klasični pristopi, kot so uporaba erlenmajeric ali uporaba naprednejših 
robotskih tehnik v kombinaciji z mikrotitskimi ploščami. Robotske tehnike namreč omogočajo 
izvedbo približno 10.000 eksperimentov na dnevnem nivoju, medtem ko je pretočnost 
mikrofluidnega sistema na osnovi kapljic bistveno višja. Ta namreč omogoča izvedbo tudi do 
10.000 eksperimentov v sekundi.  
Poleg izboljšave sevov se z mikrofluidiko lahko izvaja tudi eksperimente optimizacije 
produkcijskih pogojev in optimizacije gojišča v kombinaciji s kompleksnim načrtovanjem 
eksperimentov (angl. design of experiments), eksperimente za pridobivanje kinetičnih 
parametrov in različne biotransformacije.  
Kapljična mikrofluidika ima sicer največji vpliv in potencial za uporabo prav na področju 
mikrobne biotehnologije. Lahko se uporablja kot orodje za kultivacijo posameznih celic 
mikroogranizmov v kapljicah in izvajanje detekcije vsebine kapljic s preciznimi merilnimi 
tehnikami. Glavna uporabnost pa zagotovo leži v izdelavi celostnih kapljičnih mikrofluidnih 
sistemov, ki služijo kot platforma za potrebe izvajanja ultra hitrih presejalnih testov (angl. 
 ultra high throughput screening).  
 
1.3.1 Kultivacija mikroorganizmov v mikrokapljicah 
Izolacija posameznih celic v ultra majhne volumne in njihova kultivacija je bila ena prvih 
aplikacij kapljične mikrofluidike na področju biotehnologije. Mikroorganizmi, inkapsulirani v 
mikrokapljicah, so podvrženi drugačnim pogojem kot na večji skali. Znatno se zniža čas rasti, 
efektivna koncentracija izločenih molekul (proteini, encimi itd.) pa se poviša [10]. Poleg tega 
zmožnost tvorbe več milijonov kapljic na dan omogoča proučevanje velikih in raznolikih 
celičnih vzorcev, iskanje celic z redkimi mutacijami in analizo celotne populacije v smislu 
genetskih in fenotipskih variacij. Iz rezultatov inkubacije celic v kapljicah lahko dobimo 
številne uporabne podatke o proučevanih mikroorganizmih. Dobljene rastne krivulje so 
enostaven način za pridobivanje koristnih informacij o odzivu celic na različne parametre. 
Detekcija rasti je pomembna pri raziskavah o mikroorganizmih, kjer raziskujemo vpliv 
različnih hranil na rast organizmov, vpliv stresnih pogojev okolice, in tudi v primerih, kjer je 
želeni produkt kar biomasa sama oziroma je produkt močno koreliran s produkcijo biomase. 
Podobno temeljijo na merjenju rasti mikroorganizmov tudi različne študije o raziskavah 
mikrobnih fenotipskih lastnosti, odpornosti na antibiotike ali sestave celotne populacije. 
Kapljice, ki vsebujejo mikroorganizme, predstavljajo posamezne mikrobioreaktorje, kultivacija 
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celic pa se lahko dogaja v mikrofluidnih napravah – čipih – ali izven njih. Kultivacija v čipih 
poteka v za ta namen pripravljenih komorah in razdelkih na čipu samem, ki ima zadostno 
kapaciteto, da zadržijo veliko število posameznih kapljic. Izven čipa pa lahko kapljice 
shranjujemo v različnih cevkah, brizgah, centrifugirkah ali čašah, ki morajo zagotavljati 
ustrezno prisotnost ali prepustnost za pline, s čimer je celicam omogočena rast. Glavne zahteve 
za uspešno proučevanje rasti v mikrokapljicah, kot tudi za povezavo pridobljenih rezultatov iz 
mikrofluidike z makrosistemi (eksperimenti, opravljeni v mikrotitrskih ploščah, erlenmajericah 
in bioreaktorjih) so zagotavljanje homogenosti celotne populacije mikroorganizmov, nadzor 
kisika in pH vrednosti ter ustrezna detekcija procesov, ki se odvijajo v kapljičnih 
mikrobioreaktorjih [11].  
 
1.4 Detekcija mikrobne aktivnosti v kapljični mikrofluidiki 
Kakršnakoli mikrobiološka analiza zahteva razvoj in integracijo ustreznih merilnih tehnik 
detekcije v mikrofluidne sisteme. Tradicionalne merilne tehnike (kromatografske, 
spektroskopske in druge), ki zagotavljajo visoko stopnjo občutljivosti in natančnosti, za 
integracijo v mikrofluidne sisteme običajno niso primerne iz več razlogov. Prvi je zahtevan 
volumen vzorca za analizo. Mikrofluidika namreč zahteva analizo nano- in pikolitrskih 
vzorcev, česar klasični analitski instrumenti niso zmožni. Različne kromatografske kolone za 
uspešno analizo morajo zajeti med 1 do 10 µL vzorca, kar je še vedno bistveno prevelik 
volumen, gledano s stališča mikrofluidike. Drugi razlog je hitrost opravljanja meritev, saj so 
tradicionalne merilne tehnike mnogo prepočasne za uporabo v mikrofluidiki. Nazadnje pa je 
pomemben tudi faktor destruktivnosti. Idealna detekcijska tehnika v mikrofluidiki namreč ne 
sme biti destruktivna, kar pomeni, da kapljica ostane nepoškodovana, njena vsebina pa 
nedotaknjena.  
Na mikronivoju se tako pojavi potreba po razvoju merilnih tehnik, primernih za integracijo v 
mikrofluidne sisteme. Glavne zahteve, katerim mora detekcijska tehnika ustrezati za uspešno 
integracijo v mikrofluidni sistem, so miniaturnost volumna vzorcev za analizo in hitrost tvorbe 
ter premikanja kapljic po mikrofluidnem kanalu, kar je pogosto omejujoč dejavnik pri izdelavi 
in implementaciji merilnih tehnik v mikrofluidne sisteme. Idealne tehnike detekcije so hitre, 
enostavne, kompaktne, fleksibilne, primerno občutljive, specifične in cenovno dostopne [11].  
Tehnike detekcije, analize in kvantifikacije mikrobnih vzorcev v kapljični mikrofluidiki 
temeljijo predvsem na optičnih in tudi elektrokemijskih ter masno spektrometričnih metodah 
[12]. Razvoj novih instrumentov za optično detekcijo, uporaba barvil in biomarkerjev ter 
miniaturizacija optičnih komponent, ki omogočajo relativno lahko integracijo v mikrofluidni 
sistem, so razlogi, da so optične metode od vseh daleč najbolj razvite. Med optične metode 
spadajo tudi spektroskopske metode, ki temeljijo na analizi vzorcev glede na fluorescenčni 
signal, absorbanco, sipanje svetlobe in Raman signale [11].  
 
1.4.1 Detekcija na osnovi fluorescence 
Detekcija na osnovi fluorescence je najbolj razširjena tehnika zaradi lastnosti, kot so možnost 
zaznave in analize relativno nizkih intenzitet signalov, možnost uporabe specifičnih barv in 
fluorescenčno označevalnih biomarkerjev, dobro izdelanih delovnih protokolov, izpopolnjene 
instrumentacije, kot so fluorescenčno aktivirani celični sorterji (FACS, angl. fluorescence 
activated cell sorter), itd.  
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Nekatere celice in celične metabolite lahko s svetlobo pravilne valovne dolžine vzbudimo v 
stanje, ki sproži pojav avtofluorescence. Prisotnost takšnih celičnih metabolitov lahko 
detektiramo direktno preko njihove lastne fluorescence. Intenziteta signala je odvisna od 
koncentracije produkta [13]–[15].  
Večina analitov pa lastnosti lastne fluorescence nima, zato se je treba poslužiti drugih metod 
analize. Koncentracije produktov, ki ne izkazujejo lastne fluorescence, lahko preko različnih 
bioloških testov (angl. bioassay) direktno prevedemo v fluorescenčne signale, ki jih lahko 
detektiramo. Do pojava sekundarne fluorescence običajno pride zaradi reakcije ali vezave 
različnih spojin na produkte. Za takšno označevanje se uporablja različne fluorescenčne barve 
[13]–[18], biomarkerje in fluorogene substrate [11], [19]–[21].  
 
1.4.2 Detekcija na osnovi pretočne citometrije  
Analiza kapljic je možna tudi s konvencionalnimi sorterji na osnovi pretočne citometrije.  
Uporaba naprav FACS za analizo omogoča detekcijo več tisoč celic v sekundi, sočasno pa tudi 
sortiranje in izolacijo želene populacije celic ločeno od preostanka. Detekcija pri instrumentih 
FACS poteka primarno na podlagi meritev fluorescence, možno pa je tudi spremljanje signalov 
sipanja svetlobe [22]. Naprave FACS običajno vsebujejo sisteme fotopomnoževalk, kar 
omogoča detekcijo zelo nizkih signalov fluorescence in detekcijo signalov v zelo majhnih 
kapljicah (volumni velikostnega reda nL). Glavna slabost klasičnih sistemov FACS je ta, da 
niso kompatibilni z oljnimi mediji, zato detekcija klasičnih emulzij na osnovi voda-olje (V/O) 
ni mogoča. Potrebna je ponovna emulzifikacija, kar privede do nastanka dvojnih emulzij voda-
olje-voda (V/O/V) [23] ali tvorbe hidrogelov, ki vsebujejo celice [24]. 
 
1.4.3 Detekcija na osnovi absorbance 
Tehnika, ki temelji na merjenju absorbance, je zanimiva, saj običajno ne potrebuje označevanja 
kapljic (angl. label free) in je zaradi tega primerna za večino vrst celic in substratov, 
inkapsuliranih v kapljicah. Če komponent v kapljicah ne označujemo, merimo njihovo direktno 
absorbanco. Podobno kot pri fluorescenčni detekciji so tudi tu lahko v uporabi različni biološki 
testi, kjer vsebino kapljic označimo in s tem omogočimo lažjo detekcijo absorbance. Pri tej 
metodi prihaja do sprememb v optičnih lastnostih vsebine kapljic. Absorbanca je direktno 
povezana z optično gostoto celic znotraj kapljic, zato se pogosto uporablja za spremljanje rasti 
celične populacije v kapljicah [25]. Z uporabo absorbance so znanstveniki uspešno izvedli 
številne eksperimente in presejalne teste (angl. screening). Tako so Gielen F. in sod. [26] preko 
uspešne detekcije absorbance izvedli presejalni test E. coli mutantne knjižnice za proizvodnjo 
fenilalanin dehidrogenaze. Podobno so Churski K. in sod. [27] uporabili absorbanco za 
spremljanje proizvodnje etanola z Zymomonas mobilis preko fermentacije. Detekcija vsebine 
kapljic ne glede na gostoto celic je možna tudi z absorbanco, podobno kot je to opisano pri 
fluorescenčnih meritvah. Večina molekul, metabolitov in substratov ima svoje absorpcijske 
spektre. Pomembno je, da meritve izvajamo pri valovni dolžini absorpcijskega vrha, saj so meje 
zaznave in posledično občutljivost meritev absorbance v mikrofluidiki zaradi miniaturizacije in 
posledično znižanja optične poti svetlobe mnogo nižje v primerjavi s tradicionalnimi sistemi ali 
v primerjavi z merjenjem fluorescence v mikrofluidiki [11]. V zadnjem obdobju so se pojavile 
številne izboljšave na področju detekcije kapljic s pomočjo absorbance, kot so različni dizajni 
kanalov, ki podaljšujejo optično pot svetlobe [28], in različni drugi optofluidni pristopi [29].  
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1.4.4 Detekcija na osnovi sipanja svetlobe 
Detekcija s pomočjo sipanja svetlobe podobno kot absorbanca ne potrebuje označevanja 
kapljic. Temelji na podobnem principu kot absorbanca, saj je sipanje svetlobe direktno 
povezano z rastjo celic znotraj kapljic. Sipanje svetlobe je odvisno od koncentracije celic v 
kapljici – tiste z več celicami sipajo več svetlobe. Razvita je bila visokozmogljiva platforma za 
detekcijo in razločevanje med različnimi bakterijskimi sevi na podlagi rezistence na antibiotik 
fusidinska kislina za E. coli [30].  
 
1.4.5 Detekcija na osnovi masne spektrometrije in elektrokemijskih metod 
Iz meritev električne prevodnosti in impedance populacije kapljic je mogoče pridobiti podatke 
o dimenzijah kapljic, hitrosti premikanja znotraj mikrokanala, kot tudi o karakterizaciji hitrosti 
rasti celic znotraj kapljic [31]. Uporaba masne spektrometrije (v nadaljevanju MS) omogoča 
detekcijo analitov brez označevanja glede na njihovo razmerje masa-naboj. Številne študije so 
v preteklih letih uspešno izvedle sklopitev konvencionalnih MS instrumentov z mikrofluidnimi 
sistemi [32], [33]. Glavna težava pri uporabi masnih spektrometrov za namen detekcije vsebine 
kapljic je ta, da je MS destruktivna metoda [11]. To pomeni, da se kapljice, ki jih analiziramo 
na masnem spektrometru, po detekciji uničijo, njihove vsebine pa ne moremo regenerirati za 
namene nadaljnjega proučevanja ali izolacije posameznih celic. Sodobne metode sicer 
omogočajo predhodno razdelitev kapljice v dve hčerinski kapljici, kjer se en del vodi na masni 
spektrometer, drugi del pa lahko glede na rezultate iz spektrometra v nadaljevanju obravnavamo 
ločeno za namen sortiranja ali izolacije [34].  
 
1.5 Visokozmogljivostni presejalni testi 
Mikrofluidika je zaradi svoje zmogljivosti tvorbe velikega števila kapljic v zelo kratkem času 
in razvoja novih, hitrih in vse bolj natančnih metod za manipulacijo, detekcijo in analizo 
vsebine kapljic idealna platforma za visokozmogljivostne presejalne teste.  
Visokozmogljivostni presejalni testi omogočajo odkritje novih in izboljšanje obstoječih 
bioloških komponent (produkcijskih mikroorganizmov, encimov itd.). Takšni testi 
predstavljajo mehanizem iskanja točno določenih komponent z vnaprej določenimi lastnostmi 
v neki večji množici oziroma populaciji. 
Na sliki 1 je predstavljen splošen princip uporabe mikrofluidne platforme z namenom iskanja 
najboljšega seva mikroorganizma Aspergillus niger glede na tvorbo encima α-amilaza. 
Raziskavo so opravili Beneyton in sod. [21].  
V prvem koraku so avtorji pripravili suspenzijo naključno mutiranih spor, ki so bile podvržene 
obsevanju z UV svetlobo. S tem so v genski zapis mikroorganizma vnesli naključne mutacije, 
ki imajo lahko negativne ali pozitivne posledice na sekrecijo izbranega encima. Večina celic 
zaradi izpostavljenosti UV svetlobi umre, manjši delež celic pa preživi. Celicam, ki postopek 
mutageneze preživijo, se genski zapis deloma spremeni. Večina sprememb genskega zapisa 
negativno vpliva na sekrecijo izbranega encima. Odstotkovno najmanjši del celic pa ima kot 
rezultat mutageneze izboljšano sposobnost sekrecije izbranega encima. S presejalnimi testi tako 
iščemo ravno to majhno populacijo mutiranih celic z izboljšano sposobnostjo sekrecije v 
množici vseh preostalih. Sledi inkapsulacija spor v 12 pL kapljice, v katerih je poleg celic 
inkapsuliran tudi fluorogen substrat. Spore, ujete v kapljicah, so nato inkubirali izven čipa 24 
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ur pri 30 °C, kar je omogočilo razvoj gliv, sekrecijo encima in reakcijo encima s substratom. 
Encimsko aktivnost znotraj kapljic so spremljali z uporabo fluorescenčnega detektorja. Nastala 
α-amilaza preko reakcije hidrolize razgradi škrobnato ogrodje fluorogenega substrata, kar 
povzroči prisotnost fluorescenčnega signala, katerega intenziteta je odvisna od količine 
prisotnega encima α-amilaza in stopnje razgradnje substrata. Glede na izmerjeni signal 
encimske aktivnosti (signal fluorescence) so s posebnim sistemom za sortiranje kapljic v čipu 
izločili kapljice, za katere se je izkazalo, da vsebujejo najvišjo vsebnost encima α-amilaza 
(najvišji signal na fluorescenčnem detektorju). Takšne kapljice vsebujejo najboljše variante 
mikroorganizma A. niger za proizvodnjo encima α-amilaza. V zaključku procesa sledi še 
izolacija gliv iz sortiranih kapljic, ki so se izkazale za najboljše variante, ali ponovitev celotnega 
cikla z naborom mikroorganizmov iz sortiranih kapljic. Avtorji predstavljenega eksperimenta 
navajajo, da se porabljeni čas za izvedbo celotnega postopka presejanja in izbora najboljših 
variant mikroorganizma v primerjavi z uporabo konvencionalnih robotskih tehnik zniža s 16 
dni na en dan, stroški uporabljenih reagentov pa z 8770 $ na samo 14 $ [21]. 
 
 
Slika 1 – Shema presejalnega testa z uporabo mikrofluidne platforme [21] 
 
1.6 Fizikalne lastnosti tokov v mikrokanalih 
Zaradi miniaturnosti celotnega sistema v mikrofluidiki prevladujejo drugačne fizikalne 
zakonitosti kot v sistemih na makroskali. Na submilimetrski skali površinski pojavi in 
površinske sile niso več zanemarljive, nad vztrajnostnimi silami začnejo prevladovati viskozne, 
tokovi kapljevin pa so strogo laminarni. Mešanje kapljevin poteka poglavitno z difuzijo, 
razmerje med površino in volumnom pa je izredno veliko (razmerje se niža s polmerom A/V = 
3/r) [35]. 
Kapljevine se po mikrokanalih v večini primerov pretakajo s pomočjo tlačne razlike. Pretok Q 
[m3/s] je v tem primeru podan z naslednjo zvezo: 
𝑄 =  
∆𝑃
𝑅
                                                  (enačba 1), 
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kjer ΔP [Pa] predstavlja padec tlaka, R [
𝑁/𝑚2
𝑚3/𝑠
] pa celokupno upornost kapljevine v mikrokanalu. 
Upornost za kapljevino v cilindričnem mikrokanalu lahko izračunamo po naslednji zvezi: 






                                      (enačba 2), 
medtem ko rešitev za pravokotni kanal ni analitično rešljiva. Dovolj dober približek sicer 
opisuje enačba 3:  











                             (enačba 3). 
V enačbah 2 in 3 η [Pa·s] predstavlja dinamično viskoznost, L [m] dolžino, h [m] višino in w 
[m] širino pravokotnega mikrokanala, D [m] pa premer cilindričnega mikrokanala [36], [37]. 
Enačbo za pretok in upornost sedaj lahko ustrezno združimo, da dobimo novo zvezo, ki 








                                        (enačba 4). 
Hitrostni profil za nestisljive Newtonske tekočine (vodne raztopine) lahko opišemo z Navier-




+ 𝑣𝛻𝑣) =  −𝛻𝑃 +  𝜂𝛻2𝑣 +  𝜌𝑓               (enačba 5). 
 
Za opis hitrostnega profila laminarnega toka tekočine v stacionarnem stanju lahko nekatere 
člene enačbe zanemarimo. Ostane nam poenostavljena NS enačba: 
𝛻𝑃 =  𝜂𝛻2𝑣                                    (enačba 6). 
V primeru obravnavanja klasičnega cilindričnega mikrokanala s polmerom R [m] lahko enačbo 
izpeljemo in dobimo parabolični hitrostni profil v(r) (hitrost kapljevine v centru je višja kot 
hitrost blizu sten kanala – slika 2). Upoštevan je »no slip« pogoj, ki določa, da je hitrost 
kapljevine na stiku kapljevina-trdna snov, torej na stiku s stenami mikrokanala, enaka 0. 
Hitrostni profil kapljevine v cilindričnem mikrokanalu lahko analitično rešimo, rešitev pa 
predstavlja enačba 7:  
𝑣(𝑟) =  
𝛥𝑃
4𝜂𝛥𝐿 
(𝑅2 − 𝑟2)                        (enačba 7), 
kjer R [m] predstavlja polmer kapilare in r [m] razdaljo od središča, pri kateri nas zanima hitrost. 
Za pravokotne sisteme je hitrostni profil podoben, le da je parabolični profil razvit iz dveh 




Slika 2 – Prikaz razvitega hitrostnega profila v 
cilindričnem mikrofluidnem kanalu [38] 
 
Slika 3 – Prikaz razvitega hitrostnega profila v 
pravokotnem mikrofluidnem kanalu [38]  
Površinske sile in napetosti so v kapljični mikrofluidiki zelo pomembne. Površinske napetosti, 
ki se pojavljajo na stiku dveh faz (stik nemešljivih kapljevin, npr. olje-voda), so rezultat 
kohezijskih medmolekulskih sil. Tvorba nove fazne meje med dvema kapljevinama z 
energetskega stališča ni ugodna, sistem pa teži k minimizaciji energije oziroma čim manjši 
površinski napetosti. Površinska napetost γ [N/m], ki je definirana kot sila na dolžinsko enoto, 
v kapljični mikrofluidiki igra pomemben fizikalni parameter.  
Površina kapljevine v ravnovesnem stanju je glede na svojo normalo ravna. V situaciji, ko pride 
do razlike v tlaku na eni in drugi strani površine (primer je stik dveh faz; voda-olje) se površina 
kapljevine ukrivi, saj se sile površinske napetosti upirajo razliki tlakov. Stanje, ko so sile v 
ravnotežju, lahko opišemo z Young-Laplaceovo enačbo: 






)                                           (enačba 8). 
 
 
Rx in Ry [m] predstavljata polmera ukrivljenosti v X in Y smeri koordinatnega sistema. V 
primeru, da so kapljice v mikrokanalih povsem sferične oblike (Rx = Ry), se enačba poenostavi 
v naslednjo obliko:  
∆P =  γ (
2
R
)                                         (enačba 9). 
γ v enačbi predstavlja površinsko oziroma medfazno napetost in je za določen par kapljevin 
konstantna. Razlika tlakov se veča z zmanjševanjem polmera kapljic, kar pojasni spontano 
koalescenco majhnih kapljic v večje, saj so večje kapljice energijsko mnogo bolj ugodne. Za 
pridobitev stabilne emulzije z majhnimi dimenzijami dispergirane faze moramo dodajati 









1.6.1 Brezdimenzijska števila v mikrofluidiki 
Lastnosti mikrofluidnega sistema, kot so geometrija kanala, hitrost, viskoznost, gostota in 
površinske napetosti kapljevin, definirajo lastnosti toka. Naštete lastnosti med seboj tekmujejo 
za prevladujoči vpliv. Njihova razmerja so opisana z različnimi brezdimenzijskimi števili, ki 
opisujejo relativna razmerja med viskoznimi, kapilarnimi in vztrajnostnimi silami [40]. 
Prvo takšno brezdimenzijsko število je najbolj znano Reynoldsovo število (Re), ki predstavlja 





                                                 (enačba 10), 
kjer ρ [kg/m3] predstavlja gostoto, v [m/s] hitrost, D [m] premer kanala in η [Pa·s] viskoznost. 
Re predstavlja ločnico med laminarnim in turbulentnim obnašanjem toka. Mejne vrednosti so 
za različne geometrije različne, za pretok kapljevin po cevi ali kanalu pa v splošnem velja, da 
za je za vrednosti Re < 2300 tok kapljevine laminaren. Ker so hitrosti pretakanja kapljevin v 
mikrokanalih relativno nizke in premeri ter karakteristične dolžine kanalov zelo majhne, velja, 
da so vrednosti Re v mikrofluidnih sistemih običajno med 10-6 in 10, kar je bistveno nižje od 
kritične vrednosti [39]. 
Webrovo število (We) predstavlja razmerje med vztrajnostnimi silami in površinsko napetostjo. 





                                                    (enačba 11), 
kjer ρ [kg/m3] predstavlja gostoto, v [m/s] hitrost, D [m] premer kanala in γ [N/m] površinsko 
napetost med fazama. Indeks d pomeni dispergirano fazo. Webrovo število določa prehod med 
načinom tvorbe kapljic s curljanjem in kapljanjem, ki sta podrobno opisana v naslednjem 
poglavju. Pri pogojih, ko je We > 1, vztrajnostne sile začnejo prevladovati nad površinskimi, 
kar privede do nastanka neenakomerno velikih kapljic, pri kritično visoki vrednosti We pa celo 
do pogojev, ko tvorba kapljic postane onemogočena. Namesto kapljic se tako tvori curek 
dispergirane faze v kontinuirni, ki se nikoli ne odcepi v segmentiran tok. 
 
Zadnje najpomembnejše brezdimenzijsko število je kapilarno število (Ca), ki opisuje razmerje 




                                                      (enačba 12), 
kjer η [Pa·s] predstavlja dinamično viskoznost, v [m/s] hitrost in γ [N/m] površinsko napetost 
med fazama. Indeks k predstavlja kontinuirno fazo. Podobno, kot je opisano za primer kritično 
visokih vrednosti We, se dogaja tudi pri kritično visokih vrednosti Ca. Kritične vrednosti Ca se 
pojavijo, ko v sistemu začnejo prevladovati viskozne sile in preprečujejo nastajanje kapljic, saj 






1.7 Vpliv izbora PAS in olj na stabilnost emulzije v kapljičnih 
mikrofluidnih napravah 
PAS so amfifilne snovi, imajo lipofilni in hidrofilni del, kar omogoča njihovo porazdelitev na 
medfazno površino med oljno (kontinuirno, v primeru V/O emulzije) fazo in vodno 
(dispergirano) fazo ali na medfazno površino med tekočino in zrakom, s čimer se zmanjšata 
površinska ali medfazna napetost. PAS se avtomatsko porazdelijo na medfazno površino, saj se 
tam nahajajo v energetsko najbolj ugodnem stanju. Znižanje medfazne napetosti je direktno 
odvisno od količine adsorbiranih PAS molekul na medfazno površino in je opisano z naslednjo 
enačbo: 






                                     (enačba 13), 
kjer Γ [mol/m2] predstavlja koncentracijo površine (angl. surface concentration), ki predstavlja 
količino absorbirane snovi normirane na površino medfaznega področja, c [mol/m3] 
koncentracijo PAS v glavni masi, R [J/mol·K] plinsko konstanto, T [K] temperaturo in γ [N/m] 
medfazno napetost [41]. 
PAS so običajno sestavljene iz hidrofilne glave in daljše hidrofobne ogljikovodikove verige, ki 
je lahko linearna, razvejana ali aromatska (pri fluoriniranih PAS so ogljikovi atomi zamenjani 
z atomi fluora). PAS lahko razdelimo v štiri skupine, ki se razlikujejo glede na polarnost 
hidrofilne glave. To so neionske, anionske, kationske in amfoterne (zwitterionske) PAS. Glava 
neionskih PAS nima naboja, naboj anionskih PAS je negativen, kationskih pa pozitiven. V 
primeru, da molekula vsebuje dve nasprotno nabiti skupini, pa snov spada med amfoterne PAS. 
Za neionske PAS so najbolj značilne dolge alkoholne, etrske in esterske verige. Glavni 
predstavniki so TritonTM X-100, Nonoxynol-9, Polisorbat, Span®, TergitolTM in drugi.  
Aninoske PAS običajno vsebujejo fosfatne, sulfatne in sulfonatne karboksilatne funkcionalne 
skupine in so najbolj razširjene med vsemi PAS.  
Kationske PAS imajo pozitivno nabito glavo molekule. Večina kationskih PAS ima 
antibakterijsko, antifungicidno sposobnost. Sposobne so razbiti celično membrano bakterij in 
virusov. Zaradi teh lastnosti običajno niso v uporabi za namene raziskav na biotehnološkem 
področju. Glavni predstavniki kationskih PAS so benzetonijev klorid (BZT), cetilpiridinijev 
klorid (CPC), cetrimonijev bromid (CTAB) in drugi.  
Amfoterne PAS imajo lahko kationski ali anionski značaj obnašanja, ki je odvisen od pH. 
Običajno so sestavljene iz sulfonatnega, karboksilatnega ali fosfatnega anionskega dela in iz 





Slika 4 – Glavne skupine površinsko aktivnih snovi. Od zgoraj navzdol: anionske PAS (fosfati, sulfonati, sulfati …), kationske 
PAS (kvarterne amonijeve soli), amfoterne PAS (betaini) in neionske PAS (etoksilati) [43]. 
PAS v emulzijah tako skrbijo, da se kapljice ne združujejo, kar je glavni pogoj, da jih lahko 
uporabljamo v mikrofluidiki. Mešanje dveh kapljevin in tvorba kapljic ene izmed kapljevin v 
drugi je iz termodinamskega stališča neugodno – takšno stanje namreč ni v ravnotežju. 
Energetsko najbolj ugodno je stanje, kjer sta kapljevini ločeni v dveh samostojnih fazah. 
Gonilna sila, zaradi katere sistem teži k vzpostavitvi stanja dveh ločenih faz namesto 
emulzijskega stanja, je uravnotežena s prisotnostjo PAS. Dodatek teh snovi v sistem zagotavlja 
energetsko bariero za stabilizacijo disperzije v metastabilnem stanju. Drugi pogoj, kateremu 
mora biti zadoščeno, je (bio)kompatibilnost PAS s posameznimi kapljevinskimi fazami. To 
pomeni, da mora biti medfazna površina voda-olje, kjer se PAS nahajajo, kar se da inertna za 
vsebino kapljic.   
Najlepši primer uporabe (bio)kompatibilnih PAS je uporaba mikrofluidne platforme za 
inkapsulacijo proteinov. V primeru uporabe napačne vrste PAS lahko pride do denaturacije ali 
ireverzibilne adsorpcije proteinov na medfazno površino (slika 5). Primer na spodnji sliki 
prikazuje rezultate raziskave Roacha in sod. (2005) [44], ki so preučevali vpliv izbire PAS na 
stopnjo neželene adsorpcije proteinov na medfazno površino dveh kapljevin. Dokazali so, da je 
izbira ustrezne PAS direktno povezana s stopnjo adsorpcije. V primeru uporabe PAS, ki je 
vseboval alkoholno terminalno skupino, se je opazovani protein – fluorescenčno označeni 
fibrinogen – v večji meri adsorbiral na medfazno površino kapljevina-kapljevina kot v primeru 
uporabe biokompatibilne PAS s polietilenoksidno terminalno skupino. Meritve so potekale z 
uporabo fluorescenčne mikroskopije. V primeru adsorpcije proteina na površino je 
fluorescenčni signal lokaliziran le na medfazno površino, v primeru uporabe biokompatibilne 
PAS pa je signal fluorescence enakomerno razporejen po celotni kapljici. To pomeni, da 
prisotnost PAS ni vplivala na pogoje v sistemu. Za takšno PAS lahko rečemo, da je 
biokompatibilna [41].  
 
Slika 5 – Vpliv izbora PAS na adsorpcijo proteinov na medfazno površino [44] 
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PAS se sicer porazdelijo po medfazni površini voda-olje, a imajo glede na svojo primarno 
strukturo vseeno tendenco do raztapljanja v eni ali drugi fazi. Tako so nekatere PAS dobro 
topne v vodni fazi, spet druge so bolje topne v oljni fazi. V mikrofluidiki se običajno uporabljajo 
PAS, ki so topne v kontinuirni oljni fazi, saj bi bila lahko prisotnost PAS v dispergirani fazi, 
kjer se nahajajo tudi različne celične komponente, problematična. PAS so lahko citotoksične 
ali pa preprosto motijo nekatere celične procese, zato je bolj varno dodajanje PAS v zunanjo 
fazo. Merilo za topnost v vodni ali oljni fazi je hidrofilno-lipofilno ravnotežje (v nadaljevanju 
HLB – angl. hydrophilic lipophilic balance). HLB < 6 pomeni, da je PAS topna v olju, vrednosti 
HLB med 6 in 10 so značilne za PAS, ki so disperzibilne v vodi, 10 < HLB pa je značilno za 
PAS topne v vodni fazi [45].  
 
Slika 6 – HLB lestvica PAS [45] 
Izbira ustrezne PAS je odvisna tudi od izbora olja za kontinuirno fazo. Olja v glavnem lahko 
razdelimo v dve skupini. Prva skupina so t. i. klasična ogljikovodikova olja, druga pa so 
fluorinirana olja, kjer so atomi vodika (H) v verigi zamenjani z atomi fluora (F). Prva so 
bistveno bolj razširjena, primernih je mnogo več komercialno dostopnih PAS, cena obeh, olj in 
PAS, pa je relativno nizka. Druga, fluorinirana olja v zadnjih letih pridobivajo na pomembnosti. 
Cena olj in še posebej njim primernih PAS je mnogo višja predvsem zaradi kompleksnih in 
dragih postopkov sinteze PAS. Navkljub visoki ceni pa fluorinirani sistemi pridobivajo na 
popularnosti zaradi dobrih lastnosti, kot so visoka permeabilnost za pline, termična stabilnost, 
bistveno večje znižanje medfazne napetosti, biokompatibilnost in netoksičnost. Tako 
pridobivajo pomembno vlogo v številnih mikrofluidnih aplikacijah. Glavna predstavnika 
fluoriniranih olj sta FC-40 (3M) in HFE-7500 (3M). Fluorosurfaktanti so bili prvotno večinoma 
produkt lastne izdelave raziskovalnih ustanov, v zadnjem obdobju pa se na tržišču pojavljajo 
tudi komercialno dostopne PAS, pogosto že pripravljene v formulaciji, združeni z oljem 
(proizvajalcev Sphere Fluidics, 3M, RAN biotechnologies, Krytox, Fluigent, Droplet Genomics 
in drugih).  
 
1.8 Vpliv geometrije mikrofluidnih naprav za tvorbo kapljic 
Tvorba mikrofluidnih kapljic je relativno zahteven proces. Čeprav so tokovni režimi znotraj 
mikrofluidnih naprav praviloma strogo laminarni (Re < 100 [9]), se zaradi prisotnosti 
deformacij medfaznih površin in spremenljivih površinskih napetosti pojavljajo nelinearni in 
kompleksni vzorci tekočinskega obnašanja. Kapljice se tako tvorijo le ob strogo nadzorovanih 
pogojih in nastajajo na točki stika dveh kapljevin, ki se med seboj ne mešata, če so pogoji 
ustrezni. Dispergirana faza mora biti po tvorbi popolnoma obdana s kontinuirno fazo. Slednja 
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mora imeti tudi večjo tendenco do omakanja zunanjih sten mikrokanalov (vpliv hidrofilnosti in 
hidrofobnosti). Za lažji nadzor tako tendence do omakanja sten kanalov (omočljivost) kot tudi 
medsebojne interakcije lahko dodajamo PAS tako v kontinuirno kot dispergirano fazo.  
V splošnem poznamo tri glavne načine tvorbe kapljic. Tvorba kapljic v sotoku (običajno 
prisotna pri uporabi kapilarnih mikrofluidnih čipov), tvorba kapljic v prečnem toku (T, Y, V in 
K oblikovana stičišča) in tvorba kapljic s fokusiranjem toka.  
 
1.8.1 Tvorba kapljic v sotoku 
Tvorbo kapljic v sotoku dosežemo z uporabo koaksialnih mikrokanalov. Običajno so to 
kapilarni mikroreaktorji, kjer je manjša okrogla kapilara vstavljena v večjo, običajno kvadratno 
kapilaro (slika 7). Sredinska, manjša kapilara ima lahko zoženo konico, ki omogoča boljši 
nadzor nad tvorbo kapljic (slika 8). Po manjši kapilari se pretaka dispergirana faza, po večji pa 
kontinuirna. Na stiku zaradi zožitve pride do razcepitve vstopnega curka dispergirane faze, ko 
strižna napetost, ki nastane zaradi prisotnosti okoliške kontinuirne faze, preseže površinsko 
napetost, ki tok dispergirane faze drži skupaj [9].  
 
Slika 7 – Prikaz tvorbe kapljic v sotoku v kapilarnem mikročipu [46]  
 
Slika 8 – Kapilarni mikrofluidni čip z zožitvijo [9]  
 
1.8.2 Tvorba kapljic v prečnem toku 
Tvorba kapljic v prečnem toku v splošnem velja za najenostavnejšo tehniko tvorbe. Fazi se v 
primeru tvorbe v prečnem toku (angl. cross flow) srečata pod nekim kotom znotraj mreže 
mikrokanalov. Najbolj enostavna razporeditev kanalov je takšna, da se dispergirana in 
kontinuirna faza srečata pod kotom 90 °. Takšno ureditev kanalov imenujemo T-stičišče (slika 
9). Druga ureditev kanalov, ki je pogosto v uporabi, je Y-stičišče (slika 10). Poznamo pa tudi 
kompleksnejše geometrije, kot sta V in K stičišči [46]. 
 




Slika 10 – Tvorba kapljic v Y-stičišču [47] 
 
1.8.3 Tvorba kapljic s fokusiranjem toka 
Tretji najbolj pogosto uporabljeni način tvorjenja kapljic temelji na hidrodinamskem 
fokusiranju toka. Pri fokusiranju toka se dispergirana faza nahaja v glavnem kanalu, kontinuirno 
fazo pa v čip vodimo po dveh simetrično postavljenih kanalih, prečno na glavnega (slika 11). 
Dispergirana faza je tako na mestu kontakta odščipnjena od svojega glavnega toka in tvorijo se 
zelo monodisperzne kapljice. Običajno mikrofluidni čip s fokusiranjem toka vsebuje tudi 
zožitev takoj za mestom kontakta dveh faz, kar zopet lajša in izboljšuje nadzor nad tvorbo 
emulzije.  
 
Slika 11 – Tvorba kapljic s fokusiranjem toka [48] 
 
1.9 Načini tvorbe kapljičnih mikrobioreaktorjev 
Proces tvorbe kapljic je odvisen predvsem od vrednosti brezdimenzijskih števil Ca in We. 
Glavni načini tvorbe so stiskanje (angl. squeezing), kapljanje (angl. dripping) in curljanje (angl. 
jetting), lahko pa se zgodi, da do tvorbe kapljic sploh ne pride. Takrat govorimo o sotoku 
dispergirane faze v kontinuirni (angl. annular flow). Poznamo še dva prehodna načina, to sta 
usmerjena stožčasta tvorba (angl. tip-streaming) in prekinjena stožčasta tvorba (angl. tip-multi-
breaking). Načina se pojavljata le v kapilarnih sotočnih čipih in čipih s fokusiranjem toka [49]. 
V principu so kapljice, narejene z načinom stiskanja, večje od dimenzije centralnega kanala 
dispergirane faze in visoko monodisperzne, kapljanje pa običajno producira nekoliko manjše 
kapljice od dimenzije kanala dispergirane faze, ki so prav tako visoko monodisperzne. Še 
manjše kapljice lahko naredimo z načinom usmerjene stožčaste tvorbe, kjer dispergirana faza 
dobi obliko zelo tankega koničnega stožca, preden se na njegovem koncu začnejo tvoriti zelo 
majhne monodisperzne kapljice. Tvorba s curljanjem običajno rezultira v bolj polidisperzni 
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emulziji, medtem ko prekinjena stožčasta tvorba daje posebno zanimiv način tvorbe, kjer se v 
sekvencah pojavljajo kapljice različnih velikosti. Običajno so prve kapljice v sekvenci največje, 
nato pa se kapljice manjšajo do te mere, da tok kontinuirne faze prekine dotok dispergirane v 
skupni kanal, kar se nato ponovi [49]. 
 
Slika 12 – Prikaz različnih načinov tvorbe kapljic v mikrofluidnem kanalu s prečnim tokom, sotokom in fokusiranjem toka; a) 
stiskanje; b) kapljanje; c) curljanje; d) usmerjena stožčasta tvorba; e) prekinjena stožčasta tvorba [49] 
 
1.9.1 Tvorba kapljic s stiskanjem 
Tvorba s stiskanjem dispergirane faze je mogoča v primerih, ko je kapilarno število kontinuirne 
faze majhno. V tem primeru tok dispergirane faze delno ali popolnoma blokira stično območje 
tvorbe, kar onemogoča napredovanje kontinuirne faze nemoteno naprej po kanalu. Zaradi tega 
se začne večati tlačni gradient na strani kontinuirne faze, in ko ta preseže tlak na notranji strani 
dispergirane faze, se medfazno področje dejansko stisne v ozek vrat, ki se zoži do te mere, da 
nastane kapljica. Tako narejene kapljice običajno zavzamejo velikost celotnega mikrokanala in 
dobijo bolj obliko čepa. Zaradi omejenosti z robovi kanalov se v literaturi pojavlja tudi izraz 
»geometrijsko nadzirana« tvorba [49]. 
 
1.9.2 Tvorba kapljic s kapljanjem 
Ko se Ca kontinuirne faze povečuje (višanje pretoka kontinuirne faze), pridemo v način tvorbe 
s kapljanjem. Tu je značilna prevlada viskoznih sil, ki sprožijo prekinitev dispergirane faze, nad 
površinskimi silami, ki dispergirano fazo držijo skupaj. Pri geometrijah mikrokanalov s 
prečnim tokom in s sočasnim tokom se kapljice tvorijo na mestu kontakta obeh faz, pri 
geometrijah s fokusiranjem toka pa znotraj zoženega dela. Zaradi višjih strižnih napetosti se tok 
dispergirane faze prekine, preden lahko zavzame celoten prostor med kanali, kot je to opisano 
pri načinu s stiskanjem. Rezultat so kapljice sferične oblike z visoko stopnjo monodisperznosti 
in z velikostjo, manjšo od premera kanala.  
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1.9.3 Tvorba kapljic s curljanjem 
S povečevanjem Ca ali We preidemo v način tvorbe s curljanjem. Kapljice se tvorijo na koncu 
curka dispergirane faze, stran od območja stičišča obeh faz, zaradi Reyleigh-Plateujevih 
nestabilnosti. Prehod iz kapljanja v curljanje se lahko zgodi zaradi povečevanja pretoka 
kontinuirne faze (Ca) ali dispergirane faze (We). Če povišujemo pretok kontinuirne faze 
napram dispergirani (povečevanje Ca), dobimo t. i. zožitveni curek, v primeru ko povečujemo 
We, pa t. i. odebeljeni curek. Pri zožitvenem curku gre za primer, ko viskozne strižne sile 
prevladujejo nad kapilarnimi, zato se curek istočasno podaljša in stanjša. Pri odebeljenem curku 
pa gre za ravno obratno situacijo. Tu je hitrost dispergirane faze višja od hitrosti kontinuirne 
faze. Curek se tako vzdolž kanala zaradi prisotnosti razlike v hitrostih in vpliva viskoznih 
strižnih napetosti počasi upočasnjuje do te mere, da na koncu nastanejo kapljice, mnogo večje 
od curka samega. V obeh primerih so nastale kapljice večje od konice curka. 
 
1.9.4 Drugi načini tvorbe kapljic 
Pri usmerjeni stožčasti tvorbi gre za tvorbo izredno majhnih kapljic na koncu stabilnega 
konično oblikovanega stožčastega curka. Način je sicer podoben načinu tvorbe s curljanjem, a 
pri usmerjeni stožčasti tvorbi nastajajo kapljice, ki so mnogo manjše tako od kanala 
dispergirane faze kot tudi koničnega curka dispergirane faze. Prekinjena stožčasta tvorba se 
razlikuje od preostalih štirih načinov po tem, da tvorba kapljic ni povsem kontinuirna, ampak 
se pojavlja v periodičnih sekvencah. Pogoj za prekinjeno stožčasto tvorbo je prav tako 
prisotnost ozkega konično oblikovanega curka, kot se pojavlja tudi pri usmerjeni stožčasti 
tvorbi, le da je tu curek nestabilen.  
 
Zgoraj opisani načini tvorbe v različnih geometrijah mikrokanalov so značilni za t. i. pasivne 
metode tvorbe. Tu se kapljice tvorijo ob stiku dveh faz in brez prisotnosti zunanjega dejavnika, 
ki bi vplival na deformacijo površin faz. Kapljice se v splošnem tvorijo zaradi prisotnosti 
različnega hidrodinamskega tlaka, viskoznih strižnih napetosti in medfaznih površinskih 
napetosti ob prisotnosti dveh različnih faz.  
Poleg opisanih pasivnih metod poznamo tudi aktivne metode tvorbe kapljic. Te potrebujejo 
zunanji vložek energije, ki vpliva na tvorbo kapljic. Zunanji dejavniki so lahko električnega, 
magnetnega, toplotnega, mehanskega ali centrifugalnega izvora [49]. 
 
1.10 Sistemi za upravljanje pretoka kapljevin v mikrofluidnem čipu 
Konstantni pretoki kapljevin preko mikrofluidnih kanalov so ključni za uspešno izvedbo 
eksperimentov. Precizen nadzor pretokov namreč omogoča ponovljive pogoje, vzdrževanje 
konstantnega pretoka pa je ključno za doseganje uspešne tvorbe stabilne in monodisperzne 
emulzije vodnih kapljic v olju. Če so pretoki nestabilni, to privede do spremembe v načinu 
tvorbe kapljic, kot tudi do nihanja v velikosti nastalih kapljic, kar znižuje tako stabilnost sistema 
kot tudi onemogoča primerjavo v opisih pogojev znotraj posameznih kapljic, kjer naj bi si bila 
okolja primerljiva.  
Pretok kapljevin se lahko uravnava z različnimi sistemi, med katerimi sta tudi uporaba 
piezokontrolerja tlaka in uporaba injekcijskih črpalk. Prvi uravnava pretoke znotraj 
mikrofluidnega čipa s pomočjo regulacije zunanjega izvora tlaka (običajno je to jeklenka N2). 
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Bistvo tlačnih črpalk je zagotavljanje konstantnega tlaka v sistemu in ne zagotavljanje 
konstantnega pretoka. Pretok je odvisen od celokupne upornosti sistema. S spreminjanjem 
upornosti sistema se pri konstantnem tlaku spreminja tudi pretok. Zaradi prisotnosti natančnih 
in hitrih piezoelektričnih regulatorjev znotraj sistema je mogoča stabilnost tlaka na 0,005 %, 
resolucije na 0,006 % (odstotki so podani glede na celotno razpoložljivo območje regulacije – 
v obravnavanem primeru 2000 mbar), odzivnost na spremembe pa znaša le 9 ms. Sistem 
omogoča regulacijo tlaka do 2 bara, poleg tega pa omogoča tudi priključitev na zunanji 
vakuumski izvor in dovoljuje negativni tlak do –1 bar. Kontroler je običajno povezan s 
programsko opremo, ki omogoča natančen pregled in določitev nadtlakov, kot tudi načrtovanje 
kompleksnejših profilov, če želimo vnaprej določene spremenljive pogoje (načrtovanje 
časovno odvisnih tlačnih pogojev). Izhodi kontrolerja so z mikrofluidnim sistemom povezani 
preko rezervoarjev za tekočine (centrifugirke različnih velikosti). Rezervoarje za tekočine 
zapremo s posebnimi pokrovčki, ki zagotavljajo povezavo med notranjostjo rezervoarja in 
zunanjim izvorom tlaka. Pokrovčki so na regulator tlaka povezani s silikonskimi cevmi. Princip 
delovanja in upravljanja s pretoki posameznih kapljevin je v uravnavanju nadtlaka v 
rezervoarjih za tekočine. Nastali nadtlak v rezervoarju tako potisne tekočine ven iz rezervoarja, 
po cevkah do čipa [50]. 
 
Slika 13 – Shematski prikaz mikrofluidnega sistema, nadziranega s tlačnim piezokontrolerjem tlaka [50] 
Glavni prednosti tlačno nadziranega sistema pred injekcijskimi črpalkami sta zagotovo hitrejša 
odzivnost in nadzor sistema (slika 14). Spremembe v pretokih, ki so regulirani s piezokontrolerjem 
tlaka, so praktično hipne, v primerih kontrole pretokov s klasičnimi injekcijskimi črpalkami pa so 
te spremembe bistveno počasnejše. Glavna slabost je ta, da nimamo natančnega podatka o trenutnih 
pretokih, ampak imamo na voljo le podatke o nadtlaku v posameznih rezervoarjih. Možna je sicer 
integracija senzorjev pretoka v sistem, a ti niso povsem natančni, vsakršna sprememba v lastnostih 




Slika 14 – Prikaz odzivnosti sistema s tlačnim nadzorom Elveflow (modra linija) v primerjavi z odzivnostjo sistema, 
kontroliranega z injekcijskimi črpalkami (rdeča linija) [50] 
Pretok se lahko nadzira tudi z uporabo sistema injekcijskih črpalk. Takšne črpalke uravnavajo 
hitrost pretoka kapljevine s potiskanjem bata injekcijske brizge. Celotna brizga mora biti fiksno 
pritrjena v ohišje črpalke, premikajoči del (bat) pa je v kontaktu z držalom preciznega 
mehanizma. Nadzor pretokov se lahko izvaja na črpalkah samih ali preko programskega 
vmesnika. Injekcijske črpalke omogočajo natančen in konstanten pretok tekočine ne glede na 
pritisk. 
 
1.11 Mikrofluidni čipi in materiali za njihovo izdelavo 
Mikrofluidni čip je naprava, ki omogoča natančen nadzor in ravnanje z majhnimi količinami 
kapljevin. Velikosti čipov so različne, a običajno ne presegajo velikosti standardnega 
mikroskopskega stekelca (75 × 25 mm), debelina čipa običajno ne preseže 1 cm. Znotraj čipa 
se nahaja natančno zasnovana mreža mikrokanalov, ki glede na svojo specifično geometrijo 
služi različnim namenom (mešanje, dodajanje reagentov, sortiranje, tvorba kapljic itd.). Mreža 
mikrokanalov se lahko nahaja znotraj čipa ali pa na spodnji ploskvi čipa, ki mora biti pritrjen 
na ustrezno površino (mikroskopsko stekelce).  
Celoten mikrofluidni sistem poleg ustreznega čipa sestavljajo še druge komponente, kot so 
cevke, po katerih se pretakajo kapljevine (angl. tubing), rezervoarji za kapljevine (centrifugirke 
različnih velikosti, brizge itd.), črpalke, s katerimi uravnavamo pretoke kapljevin, ustrezni 
konektorji, različni senzorji in pogojno tudi ohišje.  
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Čip je običajno prozoren, kar nam omogoča, da lahko spremljamo dogajanje v njem s pomočjo 
mikroskopskih tehnik. 
Izbor materiala za izdelavo mikročipa je odvisen od točno določenih zahtev posamezne 




Silicij sicer v zadnjem obdobju pospešeno izgublja na pomembnosti, saj ga v veliki meri 
nadomeščajo različni polimeri in steklo. A njegova glavna prednost je visoka odpornost na 
organska topila, torej kemijska inertnost in površinska stabilnost, poleg tega pa izkazuje tudi 
dobro toplotno in električno prevodnost. Glavne slabosti so zagotovo visoka cena izdelave, 
trdota in krhkost materiala ter prepustnost le za IR spekter svetlobe, ne pa tudi za vidno 
svetlobo, kar onemogoča klasično optično detekcijo s pomočjo mikroskopa [9, 10]. 
 
1.11.2 Steklo 
Steklo ima nekatere lastnosti podobne siliciju. Prav tako je kemijsko inertno in toplotno dobro 
prevodno. Poleg tega omogoča modifikacije površine, je transparentno in odporno proti 
visokim delovnim pritiskom, visokim temperaturam, korozivnim topilom in kemikalijam. 
Steklo je sicer biokompatibilno, a je neprepustno za pline, kar pogosto omejuje uporabo 
steklenih čipov za namene raziskav na področju celičnih kultur [9, 10].  
 
1.11.3 Polimerni materiali  
Polimerni materiali so v zadnjih 15 letih doživeli preboj na področju izdelave mikročipov [51]. 
V primerjavi s silicijem in steklom je glavna prednost polimerov nizka cena materiala in 
izdelave. Uporabnost polimernih čipov v mikrofluidiki je zelo razširjena, saj je v uporabi tudi 
zelo veliko število različnih polimerov, ki pa imajo različne lastnosti. Glavni skupini polimerov 
za izdelavo mikrofluidnih čipov so termoplasti in termoseti (duromeri). Najpogosteje 
uporabljeni termoplasti so ciklični olefinski polimeri (COC), polikarbonati (PC), 
politetrafluoroetilen (PTFE) in polistiren (PS). COC ponujajo dobre pogoje oblikovanja in niso 
dovzetni za adsorpcijo vodnih molekul, kar lahko povzroča težave. PC je zelo trden, medtem 
ko je PTFE kemijsko zelo obstojen. PS je tudi v splošnem veliko v uporabi v bioloških 
raziskavah celičnih kultur, zato se ga vse več uporablja tudi v mikrofluidiki [51]. Termoset, ki 
je največ v uporabi, je polidimetilsiloksan (v nadaljevanju PDMS), ki je podrobneje opisan v 
nadaljevanju.  
 
1.11.4 Polidimetilsiloksan (PDMS) 
PDMS oziroma dimetikon je polimerni material z empirično formulo (C2H6OSi)n in molekulsko 
formulo CH3[Si(CH3)2O]nSi(CH3)3, kjer n predstavlja število monomernih enot. Poleg uporabe 
v mikrofluidiki se PDMS uporablja tudi kot prehranski dodatek (E900), v šamponih in kot 
protipenilno sredstvo v pijačah in lubrikantnih sredstvih. Karakteristike PDMS so odvisne od 
števila monomernih enot (n). Pri nizkem številu n je PDMS praktično tekoč, pri višjem številu 
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n pa poltrden. Siloksanska vez (Si-O) zagotavlja fleksibilnost polimera z visoko stopnjo 
viskoelastičnosti [54].   
 
Slika 15 – Prikaz molekule PDMS 
 
Za izdelavo mikrofluidnega čipa iz PDMS je treba zmešati tekoč  PDMS s trdilcem (angl. curing 
agent, tudi cross-linking agent). Nastala zmes je tako pripravljena za vlivanje v prej narejene 
kalupe, kjer material polimerizira, se strdi in zavzame obliko kalupa. Povišana temperatura 
pospešuje proces strjevanja. Strjen PDMS izkazuje hidrofobne lastnosti. Polarna topila (voda) 
zato stežka omočijo PDMS površine, kar lahko privede do adsorpcije hidrofobnih 
kontaminantov iz topil na površino materiala. Da se znebimo neželene adsorpcije hidrofobnih 
molekul na površino, lahko PDMS oksidiramo s pomočjo plazme. Po obdelavi PDMS s plazmo 
se spremeni površinska kemija. Nastanejo silanolne terminalne vezi SiOH, ki zagotavljajo 
hidrofilnost materiala. Druga, bolj razširjena uporaba plazme je kovalentna vezava PDMS na 
stekleno površino, ki je bila prav tako obdelana s plazmo, preko tvorbe Si-O-Si vezi z namenom 
pritrditve čipa PDMS na stekleno površino [55].  
PDMS je material za številne aplikacije mikrofluidike. Prva in najbolj pomembna lastnost je 
zagotovo transparentnost materiala. Prepusten je za svetlobo valovnih dolžin od 240 nm do 
1100 nm, kar omogoča spremljanje dogajanja na čipu v realnem času in uporabo mikroskopskih 
tehnik opazovanja in analize. PDMS izkazuje nizko stopnjo avtofluorescence, je 
biokompatibilen in prepusten za pline, kar omogoča raziskave na področju celičnih kultur [55].  
PDMS se čvrsto pritrdi na steklen substrat ali na drug kos PDMS z enostavnim procesom 
aktivacije površine s plazmo, s čimer lahko naredimo robustne mikrofluidne čipe. PDMS je 
zaradi svoje viskoelastičnosti zelo primeren za obdelovanje. Tako lahko v čipe zlahka 
integriramo različne mikrokomponente, npr. ustrezne črpalke, elektrode itd. Med samim 
procesom polimerizacije lahko PDMS nanašamo na želen substrat s pomočjo vrtenja (angl. 
spin-coating). Glavne pomanjkljivosti so dovzetnost za izhlapevanje tekočin (predvsem je 
problem izhlapevanje vodnih molekul, kar vpliva na volumen, koncentracije in kemijske 
bilance znotraj sistema), adsorpcija proteinov iz medija, hitra pretvorba s plazmo obdelanih 
površin iz hidrofilnih v hidrofobne in nabrekanje materiala (ob prisotnosti organskih topil, kot 
so aceton, propanol, kloroform, eter, diizopropilamin in piridin) [51], [53].  
Za raziskovalne namene na področju mikrofluidike sta največ v uporabi dva tipa PDMS. Oba 
sta tudi komercialno dostopna. To sta PDMS RTV-615 in PDMS Sylgard 184. Izmed naštetih 
materialov velja Sylgard 184 za čistejši material (manj neželenih primesi) in se tudi uporablja 
v največji meri, medtem ko je prvi bolj robusten in je iz njega lažje narediti mikrofluidne čipe 
(manj napak pri izdelavi in boljše mehanske lastnosti) [54]. Primerjalno študijo mehanskih 
lastnosti obeh omenjenih materialov so naredili Schnaider in sodelavci [56]. 
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Zaradi možnosti hitre izdelave mikrofluidnih čipov (1–4 ur) in nizke cene materiala (50–200 
€/kg) je PDMS vodilni material za hitro izdelavo mikrofluidnih prototipov za raziskovalne, kot 
tudi komercialne namene [51].  
 
1.12 Izdelovalne tehnologije mikrofluidnih čipov 
Poznamo različne izdelovalne tehnologije mikrofluidnih čipov. Te se razlikujejo predvsem 
glede na izbrani material, iz katerega želimo izdelati čip, in njegovo specifično aplikacijo. V 
zadnjem obdobju vse tehnike izdelave postajajo cenejše in naprednejše, kar omogoča hitrejši 
razvoj in integracijo mikrofluidike v številna področja. Izdelovalne tehnologije lahko razdelimo 
v tri skupine. To so tehnologije na osnovi ukalupljanja (vlivanja) ter aditivne (3D tiskanje) in 
abrazivne tehnologije (jedkanje substratov). 
 
1.12.1 Tehnologije ukalupljanja 
Izdelovalne tehnologije na osnovi vlivanja v kalupe lahko v nadaljevanju razdelimo še v tri 
podskupine. To so mehka litografija (angl. soft litography), injekcijsko brizganje (angl. 
injection moulding) in vroče žigosanje (angl. hot embossing).  
Mehka litografija temelji na fotolitografskih postopkih oblikovanja silicijevih, fotorezistnih 
kalupov, v katere vlivamo tekoče polimerne materiale – običajno je to kar PDMS (od tod tudi 
ime »mehka« litografija), ki se po obdelavi strdijo in zavzamejo končno obliko. Fotorezist je 
material, občutljiv na svetlobo, ki ga nanašamo na substrat. Glede na to, kateri del fotorezista 
se zaradi vpliva svetlobe spremeni oziroma odstrani, govorimo o negativnih in pozitivnih 
fotorezistih. Pri osvetljevanju negativnega fotorezista na substratu ostane zgolj osvetljeni del, 
pri pozitivnem fotorezistu pa neosvetljeni del. Pri izdelavi mikrofluidnih čipov je zaradi visoke 
resolucije izdelave in vzdržljivosti kalupa največ v uporabi negativni epoksi fotorezist SU-8 
(sestavljen iz 8 epoksi skupin) [57].  
 
Slika 16 – Prikaz molekule SU-8 [58] 
SU-8 običajno nanašamo na silicijeve substrate. Fotorezist na substrat nanesemo s tehniko 
»spin-coating«, s čimer dobimo zelo tanek sloj fotorezista na substratu. Substrat, prekrit s 
fotorezistom, nato zaščitimo s t. i. masko, ki omogoča selektivno prepuščanje UV svetlobe do 
substrata. Po obsevanju z UV svetlobo se deli fotorezista selektivno eliminirajo iz substrata. 
Deli, ki so bili izpostavljeni UV izvoru svetlobe, se premrežijo in strdijo, preostali del 
fotorezistnega sloja pa ostane nestrjen in ga s topili zlahka odstranimo [46]. Z opisanim 
potekom dobimo kalup z ustreznim dizajnom, ki je v nadaljevanju pripravljen, da vanj vlijemo 
polimerni material, iz katerega je narejen končni mikrofluidni čip. Polimerni materiali se 
morajo v kalupu povsem strditi, da po odstranitvi vsebujejo identično repliko strukture 
mikrokanalov, kot smo jo oblikovali v kalup. Tako narejen mikrofluidni čip nato preko različnih 
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tehnik pritrjevanja (največ je v uporabi plazemska aktivacija površine) pritrdimo na 
mikroskopsko steklo, s čimer dobimo zaprt 3D sistem mikrokanalov.  
Tehnika omogoča resolucijo od nekaj mikronov vse do nekaj stotink nanometra. Izdelava tako 
finega kalupa zato zahteva uporabo čistih sob (angl. clean room), kar znatno zvišuje ceno 
izdelave. V zadnjem obdobju so se pojavile številne tehnike hitre izdelave prototipov, ki ne 
zahtevajo uporabe čistih sob, s čimer se znatno znižajo stroški izdelave. Resolucija takšnih 
sistemov se giba v rangu 10 µm [57].   
V prvo skupino spadata še mikroinjekcijsko brizganje in vroče žigosanje. To sta tehniki 
termooblikovanja plastičnih materialov, ki temeljita na klasičnih pristopih, ki jih industrija 
plastičnih izdelkov pozna že več desetletij.  
Injekcijsko brizganje ima štiri osnovne korake izdelave mikrofluidnih čipov. Najprej se 
uporabljeni termoplastični polimer na ustrezni temperaturi stali in se ga skozi dovodni lijak 
vnese v komoro med dvema premičnima deloma kalupa, ki polimerno talino fiksirata. Polimer 
se v komori ohladi in zavzame končno obliko. Kalupi so praviloma silicijevi, za zagotavljanje 
daljšega roka uporabnosti pa lahko uporabljamo tudi kovinske kalupe. Tehnika zahteva 
relativno drago opremo za izdelavo in drage postopke priprave ustreznih kalupov, zato ni 
primarno uporabljena v raziskovalnih laboratorijih za izdelavo prototipov.  
Drugi pristop je vroče žigosanje, ki temelji na vtiskovanju segretega silicijevega ali kovinskega 
kalupa v termoplastični polimer (običajno PMMA, COC ali PC), ki nato prevzame obliko 
kalupa. Postopek izdelave je sicer zelo podoben tistemu pri injekcijskem brizganju. V tem 
primeru se polimer v tekoči viskozni obliki direktno vstavi med dve polovici kalupa. Kalup 
segrevamo in sočasno vzpostavimo tesen kontakt s termoplastičnim polimerom. Ob koncu 
procesa je zopet potrebno hlajenje, da se polimer strdi in prevzame kočno obliko 
mikrofluidnega čipa. Vroče žigosanje ima nekaj prednosti pred injekcijskim brizganjem. Pri 
injekcijskem brizganju se lahko v materialu zaradi njegovega taljenja in nadaljnjega transporta 
do komore pojavijo različni defekti, ki pri vročem žigosanju praviloma niso prisotni. Skrčitev 
odlitka je prav tako manjša od skrčitve odlitka pri uporabi injekcijskega brizganja. Glavna 
omejitev tehnike je, podobno kot pri injekcijskem brizganju, omejenost na termoplastične 
materiale in težavna izdelava kompleksnih tridimenzionalnih struktur [57].  
 
 
Slika 17 – Prikaz različnih tehnologij ukalupjanja za izdelavo mikrofluidnih čipov. Vroče žigosanje (levo); injekcijsko 
brizganje (sredina); mehka litografija (desno)  [59].  
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1.12.2 Abrazivne tehnologije  
Jedkanje spada med abrazivne postopke izdelave mikrofluidnih naprav iz silicija ali stekla. 
Poznamo mokro in suho jedkanje. Pri obeh gre v osnovi za odstranjevanje določenih delov 
substrata in ohranjanje drugih, zaščitenih delov, da pridobimo želeno geometrijo.  
Pri mokrem jedkanju za odstranjevanje materiala uporabljamo tekoče kemikalije in sredstva za 
jedkanje. Odvisno od materiala, katerega jedkamo, je proces lahko izotropen (neodvisen od 
smeri/postavitve kristalne mreže, kjer se proces jedkanja enakomerno širi v vseh treh 
dimenzijah enakomerno) ali anizotropen (odvisen od smeri/postavitve kristalne mreže). Proces 
mokrega jedkanja lahko razdelimo v tri stopnje. Prva je difuzija jedkalnega sredstva do 
površine, sledi reakcija med materialom in jedkalnim sredstvom, ki je običajno oksidacijsko-
redukcijska reakcija, proces pa se zaključi z difuzijo stranskih produktov, ki nastanejo pri 
procesu, nazaj v okolico.   
Suho jedkanje poteka s pomočjo plazme ali jedkalnih plinov, ki odstranjujejo material. 
Odstranjevanje materiala je lahko zgolj fizikalno, če poteka dejanska kemijska reakcija, pa 
govorimo o kemijskem jedkanju. Poznamo tudi kombinacijo obeh tehnik (reaktivno ionsko 
jedkanje). Pri fizikalnem jedkanju je potrebna prisotnost visoke kinetične energije delcev, ki jo 
pridobimo z uporabo ionskega, elektronskega ali fotonskega curka. Omenjeni delci imajo 
dovolj veliko kinetično energijo, da lahko izbijejo atome s površine substrata. Kemijsko 
jedkanje pa je zelo podobno mokremu jedkanju, le da tu reakcija poteka med substratom in 
plinom in ne med substratom in tekočino, kot je to opisano v prejšnjem odstavku [60].  
Med abrazivne postopke spada tudi lasersko graviranje substratov. Uporabljeni substrat je tako 
običajno PMMA, uporabljeni laser pa CO2 laser. Postopek je veliko v uporabi. Ponovljivost je 
relativno visoka. Glavna slabost laserskega graviranja je slab nadzor nad vodenjem procesa in 
zagotavljanjem ustrezne debeline gravure. Nastavitve laserja za zagotavljanje ustrezne debeline 
gravure je treba določiti empirično [61].  
1.12.3 3D tiskanje 
Tehnologija 3D tiskanja spada med t. i. aditivne tehnologije izdelave. Končni produkt pri 3D 
tiskanju nastane s postopkom izdelave več zaporednih plasti (angl. layer by layer) materiala. 
Postopek je voden računalniško, kjer naredimo 3D načrt končnega produkta, tiskalnik pa ukaze 
izvede. 3D tiskanje se je v 21. stoletju zelo razširilo in postalo tehnologija izbire v številnih 
znanstvenoraziskovalnih aplikacijah. Tako ima 3D tiskanje tudi izjemen potencial za raziskave 
s področja mikrofluidike. Omogoča hitro in natančno izdelavo prototipov (angl. rapid 
prototyping), izdelavo kalupov za vlivanje, kot tudi celostnih mikrofluidnih sistemov in 
integracijo različnih komponent v sistem. 
Obstajajo številne podskupine 3D tiskanja, v mikrofluidiki pa so največ v uporabi naslednje: 
modeliranje s spajanjem slojev (angl. fused deposition modeling – FDM), stereolitografija (SL) 
in t. i. multijet modeling (MJM) in two-photon polymerization (2PP) metodi [57]. Glavne 
prednosti 3D tiskanja so avtomatizacija, kompleksnost končnih produktov in stroškovno-






1.12.4 Modeliranje s spajanjem slojev 
Tiskalniki tipa FDM so na tržišču najbolj razširjeni in dostopni. Sestavni deli FDM 3D 
tiskalnika so ohišje, nadzorna plošča, linearna vodila, osnovna plošča, ekstrudirna glava, grelna 
konica in filament [62]. Vodila so vgrajena v zunanje ohišje in skrbijo za natančne, linearne 
pomike tiskalne grelne konice, ki je del ekstrudirne glave. Za FDM tiskanje so v uporabi 
izključno termoplastični materiali, običajno v obliki filamenta. Za tvorbo mikrofluidnih čipov 
s FDM tiskalniki so največ v uporabi biokompatibilni termoplasti, kot so akrilonitril butadien 
stiren (ABS), polilaktična kislina (PLA), polikarbonat (PC), poliamid (PA) in polistiren (PS) 
[57].  
Končni produkt izdelamo tako, da polimerni filament vodimo v ekstrudirno glavo, kjer se 
segreje na ustrezno temperaturo, se stali in zagotovi ustrezne pogoje za uspešno spojitev s 
predhodno narejenim slojem. Osnovna plošča, na katero so nanešene vse nadaljnje plasti, se 
med postopkom spušča za višino enega sloja, postopek tvorbe taline filamenta in nastanka 
novega sloja pa se ponavlja, dokler 3D model ni zaključen.  
Whiteside in sod. so prvič uporabili FDM tiskalnik za tvorbo mikrofluidnega kalupa že leta 
2002 [63]. FDM tiskalniki so odlični za splošno uporabo, saj je cena izmed vseh tehnologij 
najnižja, za izdelavo mikrofluidnih čipov pa niso najbolj uporabni. Najnižja resolucija, ki jo 
FDM tiskalniki lahko zagotavljajo, je približno 0,5 mm, plasti filamentov se pogosto ne strdijo 
in ne sprimejo najbolje, zaradi taljenja termoplastičnih materialov pa pogosto nastajajo strupeni 
plini [57], [61]. 
 
1.12.5 Stereolitografija (SL) 
SL je tehnika hitre izdelave prototipov, ki deluje na principu strjevanja tekočih snovi (običajno 
mono- in oligomerov) s pomočjo svetlobe. SL tehnologija omogoča precizen nadzor izdelave, 
zato lahko izdelamo zelo natančne in fine detajle, kar je zelo pomembno pri izdelavi 
mikrofluidnih čipov. Uporabljeni materiali so običajno zmesi fotopolimera in fotoiniciatorja, ki 
spreminjajo svoje fizikalne lastnosti (polimerizirajo in se zato strdijo) ob prisotnosti svetlobe. 
Običajno je uporabljena UV svetloba, v redkejših primerih pa so v uporabi tudi izvori svetlobe 
višjih valovnih dolžin. Princip izdelave je podoben kot v primeru, opisanem pri FDM 
tehnologiji. Za vsako plast ultravijolični laserski žarek sledi prečnemu prerezu materiala in ga 
pri tem strdi in spoji s prejšnjo plastjo. Po vzorcu sledenja se SLA plošča tiskalnika spušča za 
debelino enega sloja, kar znaša nekje med 0,05 mm in 0,15 mm. Postopek se ponovi tolikokrat, 
dokler celoten 3D model ni izdelan.   
Mnoge raziskovalne skupine so uporabile tehnologijo SL tiskanja za izdelavo različnih 
mikrofluidnih naprav, kot so mikromešalniki, čipi za separacijo celic, čipi za tvorbo 
koncentracijskega gradienta itd. [57].  
Najnižja dosežena resolucija, ki so jo dosegli Nordin in sod. [64] za izdelavo mikrofluidnih 
kanalov, znaša 18 × 20 µm (dimenzije kanala). Postopek izdelave je v primerjavi s FDM 





1.12.6 Druge tehnike 3D tiskanja 
Poleg FDM in SL sta največ v uporabi še tehnologiji MJM in 2PP. Pri MJM se na osnovno 
ploščo in na kasnejše plasti fotopolimerni material nanaša v obliki kapljic, ki jih nato zopet 
izpostavimo svetlobnemu izvoru, da polimerizirajo. Oprema za MJM tehnologijo je običajno 
draga, večina polimernih smol za izdelavo pa je neznane sestave in pod patentno zaščito, kar 
omejuje uporabo MJM v raziskovalne namene.  
2PP ima izmed vseh prej naštetih tehnologij najboljšo resolucijo izdelave. Z 2PP lahko 
izdelamo mikrofluidne naprave z detajli, manjšimi od 100 nm. Material za izdelavo je, podobno 
kot pri SL, fotopolimer. Za uspešno reakcijo pri 2PP tehnologiji mora material absorbirati 2 
fotona, kar običajno dosežemo z uporabo dveh različnih virov svetlobe. Na mestih, ki jih 
osvetlimo z obema viroma svetlobe, istočasno lahko pride do fotoreakcije. Vir svetlobe je 









2 NAMEN DELA 
Za razvoj uspešnega mikrofluidnega sistema za izvedbo hitrih presejalnih testov je treba 
zadostiti več pogojem.   
Nameni magistrskega dela so bili naslednji: 
• seznanitev z osnovami kapljične mikrofluidike in možnostmi uporabe mikrofluidne 
platforme za raziskave na področju mikrobne biotehnologije ter razvoj platforme za 
izvedbo hitrih presejalnih testov, 
• proučitev ustreznosti uporabe različnih komponent sistema voda-olje-PAS, 
• izvedba raziskave o stabilnosti emulzij, narejenih z različnimi mikrofluidnimi čipi, 
glede na spremenljive pogoje tvorbe, 
• izdelava lastnega mikrofluidnega čipa, 






















3 EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1 Uporabljeni materiali in oprema 
Kemikalije: 
• destilirana voda (dH2O), 
• PBS – fosfatni pufer s soljo (Sigma-Aldrich), 
• SPAN®80 (Sigma-Aldrich), 
• mineralno olje (BioReagent, for molecular biology, light oil, Sigma-Aldrich), 
• heksadekan (ReagentPlus®, 99 %, Sigma-Aldrich), 
• skvalen (≥ 98 %, liquid, Sigma-Aldrich), 
• SylgardTM 184 silikon elastomerni komplet (dvokomponentni, PDMS in sredstvo za 
utrjevanje, Dow), 
• riboflavin USP Grade (Glentham life sciences). 
Materiali in aparature: 
• čip za tvorbo mikrofluidnih kapljic (Droplet Genomics), 
• PFTE cevke (notranji premer: 0,5 mm; zunanji premer: 1,1 mm), 
• mikrocentrifugirke – 1,5 mL (Eppendorf), 
• centrifugirke – 50 mL (Greiner Bio-One), 
• kalup (Essi Tech),  
• steklene brizge SETonic, 10 mL (SETonic), 
• kovinske brizge 8 mL, 
• pipeta Pasteur (DeltaLab), 
• pipeta (200 µL in 1000 µL), 
• magnetno mešalo s temperaturnim nadzorom,  
• krmilnik pritiska OB1 Mk3® (Elveflow), 
• injekcijska črpalka – Pump 33 (Harvard Apparatus), 
• injekcijske črpalke Essi (Essi tech), 
• detektor absorbance ODcube instant (Essi Tech), 
• svetlobni mikroskop (Motion Scope in Trouble Pix), 




3.1.1 Mineralno olje  
Uporabljeno mineralno olje je mešanica različnih tekočih ogljikovodikov neznane sestave. 
Mineralno olje se pridobiva iz surove nafte preko procesov destilacije in čiščenja. Gostota 
uporabljenega mineralnega olja pri 25 °C znaša 0,84 g/L. 
 
3.1.2 Heksadekan  
Heksadekan je alifatsko olje, sestavljeno iz 16 ogljikovih in 34 vodikovih atomov s formulo 
CH3(CH2)14CH3. Molekulska masa znaša 226,41 g/mol, vrelišče 286,9 °C, tališče 18 °C, 
gostota pa 0,773 g/mL pri 25 °C. Koeficient difuzivnosti kisika v heksadekanu je primerljiv s 
koeficientom difuzivnosti v čisti vodi in znaša 2,49·10-5 cm2/s [65]. 
 
Slika 18 – Molekula heksadekana [66]  
 
3.1.3 Skvalen 
Skvalen je ogljikovodikova spojina, ki vsebuje dvojne vezi, s formulo C₃₀H₅₀. V naravi jo 
najdemo v jetrih morskega psa in v rastlinskih oljih. Molekulska masa znaša 410,72 g/mol, 
vrelišče 285 °C, tališče -75 °C, gostota pa 0,858 g/mL pri 25 °C. 
 
Slika 19 – Molekula skvalena [67] 
 
3.1.4 PBS – fosfatni pufer s soljo 
PBS – fosfatni pufer s soljo (angl. phospate buffer saline) je puferska snov, ki se pogosto 
uporablja v bioloških raziskavah. Je vodna raztopina natrijevega fosfata, natrijevega klorida, 
kalijevega klorida in kalijevega fosfata. Osmotski tlak in ionska koncentracija raztopine sta 
podobna pogojem znotraj človeškega telesa (izotonični pogoji). Puferski sistem tako ni toksičen 
za večino mikroorganizmov. pH je uravnavan v območju med 7,2 in 7,6. Snov je pakirana v 
obliki tablet. Za ustrezno formulacijo pufra v tekoči obliki je treba raztopiti eno tableto v 




3.1.4 Čip za tvorbo kapljic proizvajalca Droplet Genomics 
V prvem delu eksperimentalnega dela sem za potrebe eksperimentov določitve ustreznih 
kemikalij in preverjanja stabilnosti emulzije uporabljal komercialno dostopen mikrofluidni čip 
proizvajalca Droplet Genomics (sliki 20 in 21). 
 
Slika 20 – Prikaz mikrofluidnega čipa za tvorbo kapljic, ki vsebuje 12 ločenih mikrokanalov [68] 
  
 




Čip vsebuje tri vhodno-izhodne odprtine za dovod in odvod tekočin premera 1,1 mm, ki so 
kompatibilne z ustreznimi PFTE cevkami. Področje 1 (slika 21) predstavlja vhod oljne faze, 
področje 2 vhod vodne faze, področje 3 pa izhodno področje čipa. Čip vsebuje tudi niz pregrad 
pri elementih 1 in 2, ki služijo kot filter za tekočine, saj so premeri kanalov izredno majhni in 
bi se brez filtrskega področja sistem lahko hitro zamašil.  
Področje čipa, kjer poteka tvorba kapljic, se nahaja na stiku kanalov 1 in 2. Za lažjo tvorbo 
kapljic se tik za stikom kanalov nahaja zožitev, katere premer meri 20 µm. Premer kanala, ko 
se ta razširi, znaša 40 µm. Tik pred izhodnim področjem se kanal razširi. Premer razširjenega 
dela znaša 70 µm. Višina mikrokanalov znaša 45 µm. Slika 22 predstavlja mikroskopski 





Slika 22 – Mikroskopski posnetek uporabljenega čipa za izdelavo mikrokapljic s povečavo področja za tvorbo kapljic  
 
3.1.5 Izdelava mikrofluidnega čipa 
V zaključku eksperimentalnega dela se je fokus prestavil od tvorbe kapljic in študije stabilnosti 
emulzije k realni uporabi mikrofluidnega sistema. Izvajal sem detekcijo vsebine kapljic. 
Uporabljal sem različne sisteme za detekcijo, vsem je bilo skupno, da so temeljili na merjenju 
signala absorbance. Skupno jim je bilo tudi to, da je bilo za potrebe zaznave zadovoljivega 
signala absorbance treba ustvariti bistveno večje kapljice, kot so bile tiste, ki so se lahko 
naredile s komercialnim čipom Droplet Genomics. Za zaznavo zadovoljivega signala 
absorbance namreč potrebujemo čim daljšo optično pot svetlobe, temu pa z uporabo majhnih 
pL kapljic ni mogoče zadostiti. Zaželen premer večjih kapljic je bil tako v rangu vsaj nekaj 100 
µm (volumni kapljic naj bi se tako gibali okoli velikostnega reda nL), z namenom da bi bil 
signal absorbance dovolj visok in merljiv. S tem razlogom sem izdelal tudi lastne mikrofluidne 
čipe bistveno večjih dimenzij. Izdelani čipi so bili različnih dizajnov in različnih dimenzij, za 
katere je bilo treba preveriti njihovo ustreznost. Za izdelavo lastnega mikrofluidnega čipa 
potrebujemo ustrezno izdelan kalup, ki predstavlja negativ končnega izdelka, material za 






3.1.6 Sistemi za upravljanje pretoka tekočin v mikrofluidnem čipu 
Za precizen nadzor pretokov sem uporabljal dva sistema, ki delujeta na različnih principih 
uravnavanja pretoka. Prvi je piezokontroler tlaka Elveflow OB1 MK3, uporabljen v uvodnih 
eksperimentih, opravljenih v podjetju Acies Bio. Drugi način nadzora pa je bila uporaba 
injekcijskih črpalk Harvard Apparatus in Essi Tech. Oba sistema nadzora in upravljanja pretoka  
sta podrobno odpisana v uvodnih teoretičnih poglavjih. 
Slika 23 predstavlja programski vmesnik piezokontrolerja tlaka Elveflow, preko katerega 
uravnavamo nadtlak v rezervoarjih za tekočine in s tem posredno vplivamo na pretok tekočin 
čez mikrofluidni sistem.  
 
Slika 23 – Nadzorno okno programske opreme. V dotičnem primeru so prikazani pogoji, ki zagotavljajo stabilno tvorbo kapljic. 
Nadtlak v rezervoarju z dispergirano fazo je uravnan na 450 mbar (Ch 1, levo okno), nadtlak v rezervoarju s kontinuirno fazo 
pa na 1000 mbar (Ch 2, sredinsko okno) [50]. 
 
Injekcijsko črpalko Pump 33 (Harvard Apparatus) (slika 24) sem uporabljal za eksperimente, 
opravljene na FKKT, injekcijski črpalki Essi (Essi Tech) (slika 25) pa za eksperimente, 
opravljene v podjetju Acies Bio. Oba sistema omogočata precizen nadzor pretokov. Nadzor 
pretokov na črpalkah Harvard izvajamo direktno na črpalki sami ali preko programskega 
orodja, upravljanje črpalk Essi poteka s pomočjo uporabe računalniškega programa (slika 26). 
V kombinaciji s sistemom črpalk Harvard Apparatus so v uporabi 8-mL kovinske brizge, pri 
uporabi črpalk Essi pa steklene 10-mL brizge proizvajalca SETonic. Pri uporabi injekcijskih 
črpalk moramo biti pozorni, da v nastavitvah nastavimo ustrezno dimenzijo premera brizge, saj 
sta izračun in določitev pretoka odvisna od tega parametra. Premer kovinskih brizg, 






Slika 24 – Injekcijska črpalka Pump 33   
 
Slika 25 – Injekcijski črpalki Essi z ustreznima SETonic 
brizgama 
 
Slika 26 – Prikaz programskega vmesnika za nadzor in 
upravljanje pretokov – »Essi pump software« 
 
3.1.7 Digitalni svetlobni mikroskop z integrirano hitro kamero 
Za potrebe eksperimentov in opazovanja tvorbe kapljic sem uporabljal digitalni svetlobni 
mikroskop z vgrajeno hitro kamero proizvajalca Motion Scope. Uporaba kakovostnega 
mikroskopa s sposobnostjo hitrega zajemanja podatkov je zelo pomembna, saj se v 
mikrofluidiki dogodki odvijajo zelo hitro. Tvorba kapljic namreč lahko poteka pri frekvencah 
od nekaj 10 do celo nekaj 1000 kHz, česar pa s prostim očesom ne moremo zaznati. Hitrost 
kamere se izraža s hitrostjo predvajanja sličic na sekundo, v nadaljevanju fps (angl. frames per 
second).  
Mikroskop Motion Scope lahko zajema posnetke do 220 fps pri polni ločljivosti in do 1000 fps 
pri deloma znižani ločljivosti posnetka. Mikroskop je z računalnikom povezan z USB 3.1 
kablom, ki omogoča dovolj hiter prenos podatkov, da lahko na zaslonu računalnika dogajanje 
na mikroskopu spremljamo v realnem času (angl. real-time imaging).  
Spremljanje in analizo že narejenih posnetkov v računalniku omogoča programski vmesnik 
»viewer software«, ki omogoča številne funkcije za analizo posnetka. Posnetek si lahko 
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ogledamo v poljubno upočasnjeni verziji, lahko pregledujemo vsako sličico posebej, program 
pa ima tudi funkcijo merjenja razdalj tako na posnetku kot v realnem času, kar omogoča 
enostavne meritve velikosti narejenih kapljic, dimenzij kanalov itd. 
 
Slika 27 – Svetlobni mikroskop Motion Scope z integrirano hitro kamero 
Za potrebe eksperimenta določanja velikosti in frekvence tvorbe kapljic v odvisnosti od 
različnih pogojev sem uporabljal svetlobni mikroskop z integrirano kamero proizvajalca 
Trouble Pix. Vse zgoraj opisane lastnosti veljajo tudi za mikroskop Trouble Pix. Glavna 
prednost pred mikroskopom Motion Scope je ta, da mikroskop Trouble Pix omogoča zajemanje 
podatkov s hitrostjo do 3000 fps, kar je bilo za izvedbo eksperimenta določanja frekvenc 
ključnega pomena. 
 
3.1.8 Detektor absorbance ODcube instant  
ODcube instant (Essi Tech) je detektor absorbance tekočin v cevki. Za eksperimente določanja 
vsebine kapljic sem uporabil model ODcube instant, ki je kompatibilen s cevko z zunanjim 
premerom 1,6 mm in izvaja meritve pri valovni dolžini 405 nm. Detektor je povezan z 
računalnikom preko USB povezave, priložena je tudi programska oprema ODread software, 
kjer lahko spremljamo proces detekcije v realnem času. Signal se beleži v tako imenovanih a.u. 
(angl. arbitrary unit) – arbitrarnih enotah absorbance. Višina signala je odvisna od osnovnih 
nastavitev detektorja in pozicije cevke, ki jo peljemo skozi detektor. ODcube deluje po 
kromatografskem principu, kjer je kot rezultat prikazana časovna odvisnost signala, ki je 
pokazatelj optične absorpcije. Z analizo signala enostavno spremljamo proces tvorbe kapljic, iz 
intenzitete signala pa lahko določamo tudi vsebnost različnih produktov znotraj kapljice. 
Optične lastnosti kapljic so namreč odvisne tudi od koncentracije produkta, ki ga kapljica 
vsebuje.  
Detektor ODcube instant sem uporabljal v kombinaciji z lastno izdelanim čipom, na katerem 






3.2 Določanje stabilnosti emulzij  
Stabilnost PBS kapljic, obdanih z različnimi kontinuirnimi fazami, je bila določena s preprostim 
eksperimentom, in sicer z opazovanjem časovne in temperaturne stabilnosti kapljic, narejenih 
na komercialnem čipu Droplet Genomics. 
Najprej sem na mikrofluidnem čipu naredil kapljice uniformnih velikosti, jih preko cevk zbiral 
v zunanjem rezervoarju za tekočine (1,5-mL mikrocentrifugirke) in nato opazoval obstojnost 
tako narejene emulzije v različnih časovnih obdobjih in pri različnih temperaturnih pogojih. Za 
preverjanje obstojnosti sem uporabljal svetlobni mikroskop Motion Scope. Iz rezervoarja, kjer 
sem emulzijo shranjeval, sem s pipeto odvzel majhen volumen vzorca in ga kapnil na 
mikroskopsko stekelce. Pri odvzemu vzorca je treba biti pazljiv, saj mehanska obremenitev, ki 
nastane pri pipetiranju lahko obremeni in razbije emulzijo, tako da pridobljeni podatki o 
obstojnosti niso realni. Priporočljiva je uporaba 1-mL konic ali bolj previdna uporaba 200-µL 
konic za pipete. Odločitev, ali je emulzija stabilna ali ne, je temeljila povsem na lastni, 
subjektivni presoji. Vzorci, ki so izkazovali visoko stopnjo monodisperznosti in vidno ločeno 
mejo med emulzijo in kontinuirno fazo v rezervoarju, so bili določeni za stabilne, v nasprotnem 
primeru pa za nestabilne.  
Stabilnost sem za vse sisteme preverjal takoj po tvorbi kapljic, po enem dnevu in po petih dneh. 
Pomembna sta bila oba kriterija stabilnosti, tako časovno kot temperaturno pogojeni. Kot je 
opisano v uvodnih, teoretičnih poglavjih, je uporaba mikrofluidike v biotehnologiji najbolj 
razširjena ravno na področjih kultivacije celičnih struktur, izvedbe dPCR testov, presejalnih in 
drugih mikrobioloških testov, kjer moramo zagotavljati pogoje, ki so podobni naravnim in 
tistim, ki jih lahko zagotovimo s klasičnimi biotehnološkimi postopki. Za kultivacijo nekega 
mikroorganizma, ki za svojo rast potrebuje točno določene pogoje, moramo na primer 
zagotoviti stabilnost mikrofluidne emulzije pri povišani temperaturi za zadovoljivo časovno 
obdobje (tipičen primer je kultivacija mikroorganizmov pri temperaturi 37 °C od nekaj ur do 
nekaj dni).  
Stabilnost sem preverjal z uporabo treh različnih olj in ene PAS – SPAN® 80 (v nadaljevanju 
Span 80), ki sem jo dodajal v oljno fazo v različnih koncentracijah. Koncentracije so podane v 
masno/volumskih deležih (% m/V), saj je Span 80 zelo viskozen in ga ni mogoče natančno 
pipetirati, kot se to lahko stori z oljno fazo. Koncentracije so segale od 0 % m/V do 5 % m/V. 
V tem eksperimentu so uporabljena vsa olja, ki so bila v skladu s pregledom literature določena 
za potencialno uporabna. To so bila mineralno olje, heksadekan in skvalen.
 
3.3 Tvorba kapljic na mikrofluidnem čipu Droplet Genomics 
Narejen je bil protokol tvorbe kapljic, ki prikazuje velikosti in frekvence tvorbe kapljic v 
odvisnosti od spremenljivih pogojev tlačnih in injekcijskih črpalk. Eksperiment sem najprej 
izvedel s tlačno nadziranim sistemom Elveflow in uporabo svetlobnega mikroskopa Motion 
Scope, kasneje pa sem ga ponovil še na FKKT, kjer so bile v uporabi injekcijske črpalke 
Harvard in mikroskop Trouble Pix. 
V sklopu teh eksperimentov sem preverjal pogoje, kjer je tvorba stabilnih kapljic sploh mogoča. 
Kapljice so morale biti monodisperzne, emulzija pa stabilna. 
Na injekcijskih črpalkah so pogoji bolj točno določeni (primer stabilne tvorbe: Fdisp = 1 µL/min, 
Fkont =10 µL/min) in s tem omogočajo ponovljivost in primerljivost eksperimentov z drugimi 
sistemi, medtem ko nam podatek o nadtlakih (primer stabilne tvorbe: Pdisp = 400 mbar in Pkont 
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= 1100 mbar) ne poda relevantnih podatkov, ki bi služili tudi za primerjavo z drugimi sistemi. 
Vrednosti nadtlakov so namreč točno pogojene z izborom posameznih faz, geometrije in 
dimenzije mikrofluidnega sistema, dolžino cevi in vrednostjo hidrodinamskega upora, medtem 
ko so vrednosti pretokov posameznih faz neodvisne od zgoraj naštetih parametrov.   
Pri prvem eksperimentu s tlačnim nadzorom sem spremljal tako velikost kapljic kot tudi 
frekvenco tvorbe kapljic, pri eksperimentu z injekcijskimi črpalkami pa le velikost, saj 
mikroskop s hitro kamero Motion Scope ne omogoča sledenja hitri tvorbi kapljic nad 1 kHz. 
Najvišje nastavitve hitrosti prikazovanja sličic (fps) pri mikroskopu Motion Scope so 1000, pri 
Trouble Pix pa 3000. Da se izognemo stroboskopskemu efektu, moramo za spremljanje 
frekvence zagotoviti vsaj dvakrat višje fps, kot je dejanska frekvenca tvorbe. S sistemom 
Trouble Pix sem tako lahko meril frekvence tvorbe do 1500 Hz, z Motion Scope pa le do 500 
Hz. Zato sem frekvenco tvorbe spremljal le v prvem eksperimentu (tlačno nadziran sistem z 
uporabo mikroskopa Motion Scope), saj bi pri drugem lahko spremljali in analizirali tvorbo le 
do 500 Hz, kar pa dosežemo že pri praktično najnižjih pogojih stabilne tvorbe.  
Velikosti kapljic sem meril in določeval z uporabo programske opreme ImageJ. Program 
omogoča merjenje neznanih razdalj, če predhodno naredimo ustrezno skalo, ki jo v 
nadaljevanju uporabljamo za primerjavo. Za skalo je uporabljena dimenzija širine kanala, ki 
znaša 40 µm. Glede na ustrezno določeno skalo program nato preračuna vse nadaljnje meritve 
razdalje.  
 
3.4 Določanje koncentracije riboflavina v kapljicah 
3.4.1 Tvorba kapljic večjih dimenzij in uporaba izdelanega PDMS čipa  
Za določanje koncentracije riboflavina sem moral narediti kapljice večjega volumna kot tiste, 
narejene na čipu Droplet Genomics. Večje kapljice sem uspel narediti na PDMS čipu lastne 
izdelave T-geometrije. Za tvorbo večjih kapljic sem se poslužil tvorbe t. i. »slug flow« toka 
kapljevine. To so kapljice, ki po širini zavzamejo celotno razdaljo mikrokanala/cevke in imajo 
čepasto obliko. V praksi to pomeni, da kapljice dispergirane faze niso povsem obdane s 
kontinuirno fazo, ampak jih ob straneh omejuje geometrija kanala/cevke. Zaradi tega tudi ne 
pride v poštev shranjevanje takšne emulzije v zunanjih rezervoarjih za tekočine. Hramba kapljic 
se je tako izvajala kar v cevki, ki se je izkazala za učinkovito. Shranjevanje kapljic v cevki ima 
tudi veliko prednost pred shranjevanjem emulzije v notranji ali zunanji zbiralni komori. 
Kapljice med kultivacijo v cevki ostanejo na fiksnih pozicijah, njihov vrstni red v cevki pa se 
ne spreminja. To ima pozitiven vpliv pri kasnejši detekciji kapljic. Na detektor namreč kapljice 
pridejo v enakem vrstnem redu, kot so bile narejene. To pomeni, da so kultivacijski časi enaki 
za vse kapljice ne glede na čas tvorbe, rezultati pa s tem bistveno bolj primerljivi. Čepaste 
kapljice so v cevki ostale stabilne cel dan, uspešno so prestale tudi inkubacijo pri povišani 
temperaturi (37 °C). Zgoraj opisani tokovni režim imenujemo tudi Taylorjev tok. 
3.4.2 Detekcija vsebine kapljic z detektorjem absorbance ODcube instant 
Izvedba detekcije vsebine kapljic je potekala s pomočjo detektorja absorbance ODcube instant. 
Spremljal sem spreminjanje vrednosti signala detektorja v odvisnosti od količine raztopljenega 
standarda riboflavina v dispergirani fazi (raztopina riboflavina v destilirani vodi). Riboflavin 
(vitamin B2) je eden izmed metabolnih produktov mikroorganizma Bacillus subtilis. Z detekcijo 
kapljic, ki vsebujejo različne koncentracije riboflavina, sem pokazal, da je v praksi možna tudi 
detekcija celičnih produktov v kapljičnih mikrobioreaktorjih. Detekcija in sortiranje realnih 
bioloških sistemov sicer ostaja odprta tema za nadaljnja raziskovalna dela. 
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Za potrebe izvedbe eksperimenta sem pripravil štiri standardne raztopine, iz meritev katerih 
sem naredil umeritveno krivuljo signala v odvisnosti od koncentracije riboflavina. 
Koncentracije so bile sledeče: 0 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L. 
Dispergirano fazo sem med eksperimentom spreminjal in opazoval odziv detektorja na 
spremembe. Zaporedoma so se tako uporabljale posamezne standardne raztopine, ki so tvorile 

























4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Izbor ustreznih kemikalij za pripravo mikrokapljic 
Glede na to, da so nizka cena obratovanja in nizki stroški kemikalij ena glavnih prednosti 
kapljične mikrofluidike, je bilo pred pričetkom izvajanja eksperimentalnega dela treba najti 
ustrezne kemikalije, s katerimi bi se v nadaljnjem delu lahko uspešno izvajalo eksperimente. V 
zadnjih letih so sicer na področju mikrofluidike začeli prevladovati sistemi na osnovi 
fluoriniranih olj in njim kompatibilnih PAS, a glede na to, da je bil eden izmed ciljev magistrske 
naloge tudi najti ustrezne cenejše alternative, je bilo treba najprej narediti ustrezen pregled 
literature [41]–[54]. Cene omenjenih fluoriniranih sistemov se namreč gibljejo med 1000 €/100 
mL in 2000 €/100 mL mešanice olja in kompatibilnega PAS. Po skrbnem pregledu dostopne 
literature je bila določena uporaba treh različnih olj v kombinaciji z ustrezno PAS. To so bili 
heksadekan (25 €/100 mL), mineralno olje (20 €/100 mL) in skvalen (40 €/100 mL) v 
kombinaciji z lipofilno PAS SPAN®80 (20 €/100 mL). Omenjena olja, katerim so bile dodane 
ustrezne količine PAS, so se v eksperimentih uporabljala v vlogi kontinuirne (zunanje) faze, za 
dispergirano fazo (kapljice) pa sem uporabljal PBS ali dH2O.  
 
4.2 Uporaba različnih kombinacij kemikalij za tvorbo kapljic v 
mikrofluidnem sistemu in stabilnost emulzije  
V prvem delu eksperimenta sem preverjal stabilnost emulzij, narejenih z različnimi 
kontinuirnimi fazami: mineralno olje, heksadekan in skvalen. Spremljal sem tudi vpliv dodane 
PAS (Span 80) na stabilnost in monodisperznost sistema. Kapljice v stabilni emulziji lahko s 
prostim očesom vidimo v motni beli barvi, ki se posedejo na dno rezervoarja, preostala 
kontinuirna faza pa je ločena na vrhu rezervoarja. V nasprotnem primeru, ko emulzija ni 
stabilna, opazimo, da so kapljice polidisperzne, poleg tega pride tudi do ločitve emulzije v tri 
faze: v oljno, vodno in emulzijsko.  
 
Slika 28 – Prikaz stabilne emulzije; vodna faza v obliki 
kapljic (spodaj); oljna faza (zgoraj) 
         
Slika 29 – Prikaz nestabilne emulzije kot posledica 
napačnega izbora komponent v trifaznem sistemu voda-
olje-PAS; vodna faza (spodaj); emulzijska faza (v 
sredini); oljna faza (zgoraj)
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Naslednji sliki prikazujeta posnetka, narejena s svetlobnim mikroskopom, in ponazarjata primer 
dobro obstojne emulzije (slika 30) ob uporabi heksadekana s 4 % m/V Span 80 ter primer 
neobstojne emulzije (slika 31), kjer je bila kontinuirna faza čisto mineralno olje brez kakršnega 
koli dodatka PAS. Razlika med posnetkoma je zelo očitna, kot tudi primerjave stopnje 
monodisperznosti.  
 
Slika 30 – Primer dobro obstojne emulzije z monodisperznimi kapljicami; kontinuirna faza: heksadekan + 4 % m/V Span 80 
 
Slika 31 – Primer slabo obstojne emulzije s polidisperznimi kapljicami; kontinuirna faza: mineralno olje brez dodatka PAS 
Stopnja monodisperznosti je bila določena subjektivno. Nizka stopnja monodisperznosti je bila 
določena za emulzije, ki so vsebovale kapljice najrazličnejših velikosti. Srednje visoka stopnja 
monodisperznosti je bila določena za emulzije, kjer je bila večina kapljic sicer enake velikosti, 
a se je na mikroskopskem posnetku opazilo večje število različno velikih kapljic, ki so odstopale 
od večine (odstotek kapljic, ki so imele različne velikosti od večine, je znašal vsaj 10 %). 
Nazadnje so tu še emulzije z visoko stopnjo monodisperznosti. To so emulzije, pri katerih 
praktično ni opaziti kapljic, ki bi po velikosti odstopale od povprečja, oziroma je takšnih kapljic 
manj kot 10 % celote. V naslednjih tabelah so prikazani rezultati stabilnosti emulzij pri sobnih 










–: nestabilna emulzija, 
+: stabilna emulzija z nizko stopnjo monodsiperznosti vodnih kapljic, 
++: stabilna emulzija s srednje visoko stopnjo monodisperznosti vodnih kapljic, 
+++: stabilna emulzija z visoko stopnjo monodisperznosti vodnih kapljic. 
 
Mineralno olje: 
Tabela 1 – Stabilnost emulzije pri različnih koncentracijah dodane PAS v mineralno olje (sobna temperatura) 
t [dni]                        
% PAS 0 2 3 4 5 
0 –  + ++ +++ +++ 
1 –  + ++ +++ +++ 
 
Heksadekan: 
Tabela 2 – Stabilnost emulzije pri različnih koncentracijah dodane PAS v heksadekan (sobna temperatura) 
t [dni]                        
% PAS 0 2 3 4 5 
0  – + ++ +++ +++ 
1 –  + ++ +++ +++ 
 
Skvalen: 
Tabela 3 – Stabilnost emulzije pri različnih koncentracijah dodane PAS v skvalen (sobna temperatura) 
t [dni]                        
% PAS 0 2 3 4 5 
0 –  + ++ +++ +++ 
1 –  + ++ +++ +++ 
 
Glede na rezultate, ki jih lahko razberemo iz tabel, vidimo določene podobnosti med različnimi 
sistemi. Vsem je skupno, da emulzija ni stabilna, če za kontinuirno fazo uporabimo čisto oljno 
fazo (brez dodatka PAS). Takoj ko v oljno fazo dodamo nekaj (najnižja uporabljena 
koncentracija je sicer 2 % m/V) Spana 80, emulzija postane stabilna. Pri nižjih koncentracijah 
dodatka PAS so kapljice v emulziji sicer zelo polidisperzne, z večanjem koncentracije PAS pa 
se viša tudi monodisperznost sistema. Najvišja stopnja monodisperznosti je bila dosežena pri 
dodatku 4 % m/V Span 80 v posamezno oljno fazo pri vseh sistemih. Najvišja preverjana 
koncentracija je bila sicer 5 %, a sem iz analize rezultatov ugotovil, da višanje koncentracije 
Span 80 nad 4 % nima večjega vpliva na monodisperznost.  
Eksperiment je potrdil ugotovitve, ki so navedene že v teoretičnih poglavjih o površinsko 
aktivnih snoveh. Že majhen dodatek takšne snovi občutno pripomore k stabilnosti emulzije.  
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Naslednja tabela prikazuje rezultate eksperimenta, pri katerem sem preverjal stabilnost 
sistemov, ki so se v zgornjem eksperimentu izkazali za najbolj ustrezne pri povišani temperaturi 
na 37 °C v časovnem obdobju enega dneva (t = 1 dan). Temperatura 37 °C je bila izbrana, ker 
je to zelo pogosto temperatura inkubacije številnih mikroorganizmov, zato je pomembno, da je 
emulzija stabilna tudi pri teh pogojih. Glede na ugotovitve iz prvotnega eksperimenta sem 
stabilnost pri povišani temperaturi preverjal le v sistemih, ki so se pri sobnih pogojih izkazali 
za stabilne z visoko stopnjo monodisperznosti. To so sistemi, kjer kontinuirna faza predstavlja 
posamezno olje z dodatkom 4 ali 5 % Span 80.  
 
Tabela 4 – Stabilnost emulzije pri različnih koncentracijah dodane PAS v različna olja (37 °C) 
Uporabljeno olje                          
% PAS 4 5 
Mineralno olje +++ +++ 
Heksadekan +++ +++ 
Skvalen + + 
 
Sistema z mineralnim oljem in heksadekanom ter dodatkom Span 80 v deležu 4 oziroma 5 % 
m/V sta bila stabilna tudi po enem dnevu pri 37 °C, kapljice so ohranile visoko stopnjo 
monodisperznosti. Drugače je bilo s stabilnostjo in monodisperznostjo kapljic v skvalenu. 
Emulzija kapljic v skvalenu je bila sicer relativno stabilna – ni prišlo do popolne ločitve faz, a 
stopnja monodisperznosti je bila zelo nizka.  
Glede na pridobljene rezultate sem za nadaljnje eksperimente izločil uporabo skvalena. Nizka 
stopnja monodisperznosti, ki jo emulzija izkazuje pri povišani temperaturi, onemogoča uporabo 
takšnega sistema za kakršnekoli nadaljnje biološke teste. Ti namreč zahtevajo ponovljive in 
strogo nadzorovane pogoje, ki jih očitno pri povišani temperaturi v skvalenu ne moramo več 
zagotavljati.  
Za nadaljnje eksperimente je tako v poštev prišla le uporaba mineralnega olja in heksadekana z 
dodatkom 4 % m/V Span 80. V zadnjem delu je bila za izbrana sistema preverjena stabilnost 
pri višji temperaturi 50 °C (tudi to je pogosta inkubacijska temperatura za mikroorganizme). 
Oba sistema, tako tisti z mineralnim oljem kot s heksadekanom, sta se izkazala za stabilna po 
enem dnevu. Stabilnost emulzije in monodisperznost je ostala nespremenjena celo po 5 dneh. 
Tabela 5 – Stabilnost emulzije v mineralnem olju in heksadekanu z dodatkom 4 % m/V Span 80 (50 °C) 
Uporabljeno olje                          
% PAS 4 
Mineralno olje +++ 
Heksadekan +++ 
 
Dodatek PAS bistveno vpliva na stabilnost emulzije. Že dodatek majhne količine (2 % m/V) 
PAS v kontinuirno fazo občutno izboljša stabilnost emulzije. Z dodatkom vsaj 4 % m/V Span 80 
v katerokoli izmed izbranih oljnih faz dobimo stabilno emulzijo z visoko stopnjo 
monodisperznosti. Za uporabo sistema pri povišani temperaturi sta primerna mineralno olje in 
heksadekan. Uporaba skvalena pri povišani temperaturi ni primerna, saj je emulzija nestabilna, 
kapljice pa sčasoma izgubljajo monodisperznost. Za razliko od skvalena so emulzije z 
mineralnim oljem in heksadekanom visokostabilne tudi pri višji temperaturi. Stabilnost in 
ohranjanje visoke stopnje monodisperznosti sistema ohranjata tudi pri temperaturi 50 °C. Glede 
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na rezultate sem za potrebe nadaljnjih eksperimentov uporabljal mineralno olje in heksadekan 
z dodanim 4 % m/V PAS Span 80. 
 
4.3 Izbor pogojev za pripravo kapljic in vpliv na njihovo stabilnost 
Za uporabo kapljičnega mikrofluidnega sistema je poleg pravilnega izbora ustreznih kemikalij 
zelo pomembno določiti tudi ustrezne pogoje, ki zagotavljajo stabilno tvorbo kapljic z 
mikrofluidnimi čipi. Pogoji, ki vplivajo na tvorbo kapljic, so naslednji: pravilen dizajn 
mikrofluidnega čipa (tvorba kapljic v sotoku, prečnem toku ali s fokusiranjem toka), ustrezne 
dimenzije mikrofluidnih kanalov in ustrezen nadzor pretokov vhodnih kapljevin. V 
nadaljevanju so predstavljeni pogoji stabilne tvorbe kapljic, analiza njihove velikosti in 
frekvence tvorbe na mikrofluidnem čipu Droplet Genomics. 
Velikost kapljic sem meril z uporabo programske opreme ImageJ. Glede na to, da analiza 
mikroskopskih posnetkov ponuja vpogled v le dve dimenziji od treh, je bilo treba razviti tudi 
metodo za določitev tretje dimenzije – dimenzije po Z osi, ki predstavlja globino mikrokanala 
(D»Z-os«).  
V primerih, kjer se kapljice med seboj ne dotikajo, velja predpostavka, da so kapljice pravilne 
sferične oblike. Dimenzija po globini (Z) se tako izračuna kar iz povprečja izmerjenih dimenzij 
po X in Y osi (Z = [X + Y]/2).  
Nekoliko drugače sem naredil izračun, kjer se kapljice znotraj kanala med seboj dotikajo. Glede 
na to, da so v takšnih primerih kapljice omejene tudi vzdolž kanala z drugimi, sosednjimi 
kapljicami, pride do sferične deformacije, zato se dimenzije po različnih oseh med seboj 
razlikujejo. Kapljice zaradi medsebojnega stika po X dimenziji  tako niso več pravilne sferične 
oblike. Na račun tega se dodatno razširijo v preostali dve dimenziji. Predpostavil sem 
enakomerno širitev v obe dimenziji, kar pomeni, da je dimenzija po globini kanala enaka 
dimenziji prečno na kanal (Z = Y). 
Na sliki spodaj je prikaz določitve skale in pretvorbe slikovnih točk v ustrezno dolžinsko enoto 
(na sliki 32 za prikazan primer preračunano razmerje znaša 0,9833 slikovnih točk/mikrometer). 
 
Slika 32 – Prikaz nastavitve skale v programu ImageJ, ki nam omogoča merjenje neznanih razdalj 
Frekvence tvorbe kapljic so tako visoke, da jih ne moremo zaznati s prostim očesom. 
Programska oprema mikroskopa omogoča, da posnamemo kratek videoposnetek, ki ga lahko 
kasneje ponovno predvajamo v poljubno upočasnjeni verziji, kar omogoča natančno analizo. 
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Pri nastavitvah v programski opremi moramo biti pozorni, da nastavimo najvišje možne 
nastavitve fps in ustrezno dolžino posnetka. Visoke nastavitve fps in dobra kakovost posnetkov 
so razlogi, da so datoteke shranjenih posnetkov zelo velike. Zaradi tega povsem zadošča, da 
naredimo sekundne (1 s) posnetke. Takšna dolžina tudi zadošča za nadaljnjo analizo posnetka 
za določitev ustrezne frekvence. Za vsake posamezne pogoje tvorbe sem analiziral le 100 ms 
posnetka in prešteto število novotvorjenih kapljic na stičišču faz, rezultat pa pomnožil z 10 (Hz 
je namreč definiran kot število dogodkov na sekundo – 1/s). 
Pri eksperimentih s tlačno nadziranim sistemom je bil nadtlak v rezervoarju za dispergirano 
fazo konstanten, postopoma sem nadtlak v rezervoarju povečeval z izbrano kontinuirno fazo. 
Velikost kapljic v seriji je tako postopoma padala. Ko je bil nadtlak v rezervoarju za kontinuirno 
fazo tako visok, da do tvorbe kapljic ni več prihajalo, sem zaključil s serijo meritev in povišal 
nadtlak v rezervoarju z dispergirano fazo. Na tak način sem pokril široko območje in določil 
pogoje uspešne tvorbe kapljic pri najrazličnejših kombinacijah nadtlakov tako kontinuirne kot 
dispergirane faze.  
Pri eksperimentu na fakulteti je bila zadeva ravno obratna. Tam sem v seriji držal konstanten 
pretok kontinuirne faze in postopoma povečeval pretok dispergirane faze do te mere, da je bila 
tvorba kapljic še stabilna. V tem primeru se je velikost kapljic v seriji postopoma večala. Kot 
rezultat obeh eksperimentov so v poglavju Rezultati in razprava predstavljene tabele, ki 
prikazujejo vse kombinacije nadtlakov/pretokov posameznih faz, kjer je tvorba kapljic možna, 
v njih so zabeležene meritve posameznih kapljic, izračune velikosti, kot tudi vrednosti 
frekvence tvorbe (za prvi eksperiment). 
V skladu z ugotovitvami iz prvega sklopa eksperimentov sem v tem sklopu eksperimentov 
uporabljal le mineralno olje in heksadekan, oba v kombinaciji s 4 % m/V Span 80.  
 
4.4 Vpliv pogojev na tvorbo kapljic v tlačno nadziranem 
mikropretočnem sistemu  
V nadaljevanju tabele in grafi prikazujejo rezultate vseh pogojev tvorbe na mikrofluidnem čipu 
Droplet Genomics, ki so se izkazali za ustrezne in stabilne. Po posameznih barvah so razdeljeni 
segmenti, kjer je pritisk dispergirane faze konstanten, pritisk kontinuirne faze pa se postopoma 
zvišuje. Znotraj posameznega sklopa zaradi višanja vpliva strižnih sil, ki so posledica 
zviševanja pritiska kontinuirne faze, velikost kapljic pada, frekvenca tvorbe pa narašča. 
Pdisp in Pkont predstavljata vrednosti nadtlakov v posameznih rezervoarjih za tekočine 
(dispergirana faza: PBS, kontinuirna faza: ustrezno olje z dodanim 4 % m/V Span 80), ν 
frekvenco tvorbe [Hz], sledijo meritve dimenzij po X (vzdolž mikrokanala) in Y osi (prečno na 
mikrokanal) po postopku, opisanem v poglavju o meritvah. Podobno kot za merjenje frekvence 
je tudi za potrebe določanja velikosti kapljic analiziranih skupno 10 kapljic (N = 10).  
V zaključku tabele sledi izračun povprečnega premera in polmera kapljic po vseh treh oseh po 
enem izmed zgoraj opisanih postopkih in izračun povprečne prostornine (V) po klasični enačbi 
za prostornino elipsoida 𝑉 =  
4𝜋𝑟𝑋𝑟𝑦𝑟𝑧
3
, podan v pikolitrih. Na koncu sledi še prikaz posnetka, 
iz katerega sem s pomočjo ImageJ analize pridobil vse zgoraj naštete podatke.
45 
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Graf 1  – Velikost in frekvenca tvorbe kapljic v odvisnosti od pogojev v tlačno nadziranem sistemu (mineralno olje, 4 % Span 
80) 
 































































Graf 3 – Frekvenca tvorbe v odvisnosti od skupnega tlaka v tlačno nadziranem sistemu (mineralno olje, 4 % Span 80) 
 
Pritisk dispergirane faze je navzgor omejen s 300 mbar. Tvorba kapljic pri višjih tlakih 
dispergirane faze namreč ni več stabilna (tabela 6). Vrednosti frekvenc tvorbe nakazujejo na 
njeno korelacijo z velikostjo kapljic v posameznem segmentu. Večje kot so kapljice, nižja je 
frekvenca tvorbe (tabela 6). Na velikost kapljic v največji meri vpliva razmerje pritiskov v 
rezervoarjih med kontinuirno in dispergirano fazo. Večje kot je njuno razmerje, manjše so 
kapljice (graf 2). Vrednost nadtlaka kontinuirne faze v nobenem primeru ne preseže trikratnika 
vrednosti nadtlaka dispergirane faze (Pkont/Pdisp ≤ 3) (graf 2). Frekvenca tvorbe je navzgor 
























4.4.2 Vpliv pogojev na tvorbo kapljic s heksadekanom 
 





































Graf 5 – Volumen kapljic v odvisnosti od razmerja tlakov faz v tlačno nadziranem sistemu (heksadekan, 4 % Span 80)  
 
 










































Iz tabele 7 je razvidno, da je predstavljen obseg tvorbe stabilnih kapljic mnogo manjši kot pri 
uporabi mineralnega olja. Razlog za takšne rezultate se skriva v mnogo nižji viskoznosti 
heksadekana v primerjavi z mineralnem oljem. Zaradi nižje viskoznosti so pretoki heksadekana 
tudi pri nižjih vrednostih nadtlaka v rezervoarju bistveno višji. Zgornja meja zaznave frekvence, 
ki za mikroskop Trouble Pix znaša 1500 Hz, je zato zelo hitro presežena. Ravno zaradi visoke 
frekvence tvorbe ni bilo mogoče narediti zadovoljivih posnetkov tvorbe pri višjih pritiskih ene 
in druge faze – mikroskopskega posnetka se namreč ne da izostriti do mere, da bi bila analiza 
velikosti kapljic mogoča. V tabeli 7 in grafih 5 in 6 je tako predstavljen le del celote, ki 
predstavlja pogoje, kjer poteka tvorba stabilnih kapljic. Sklepi eksperimenta so naslednji. 
Frekvenca tvorbe in velikost kapljic sta korelirani – večje kot so kapljice, nižja je frekvenca 
tvorbe (tabela 7). Razmerje pritiskov med kontinuirno in dispergirano fazo vpliva na velikost 
kapljic – večje kot je razmerje, manjše so kapljice (število obravnavanih pogojev (N) je 
relativno nizko, zato graf morda ne predstavlja povsem realne slike, kot je to prikazano v 
primeru sistema z mineralnim oljem, kjer je trend padanja velikosti z naraščajočim razmerjem 
bistveno bolj izrazit) (graf 5). Vrednost pritiska kontinuirne faze v nobenem primeru ne preseže 
dvainpolkratnika vrednosti pritiska dispergirane faze (Pkont/Pdisp ≤ 2,5). Zaznamo tudi stabilno 
tvorbo pri pogojih, kjer sta pritisk ene in druge faze identična (Pkont = Pdisp = 50 mbar) (graf 5). 
Zgornja meja frekvence tvorbe ni določljiva – 1630 Hz je zgornja meja zaznave hitre kamere 
na mikroskopu (graf 6). 
 
4.5 Vpliv pogojev na tvorbo kapljic v injekcijsko nadziranem 
mikropretočnem sistemu 
Tudi v tem sklopu eksperimentov sem iskal pogoje stabilne tvorbe na mikrofluidnem čipu 
Droplet Genomics, le da sem tu uporabljal injekcijske črpalke (Harvard) namesto tlačno 
nadziranega sistema. Parametri, ki sem jih spreminjal, so bili pretoki posameznih faz. Potek 
eksperimenta je bil zelo podoben prejšnjemu, le da so se tukaj znotraj posameznih segmentov 
držali konstantni pretoki oljne faze in povečevali pretoki dispergirane faze, saj se je upravljanje 
s črpalkami na tak način izkazalo za lažje, ponovljivost in občutljivost sistema pa je bila boljša. 
Prav tako sem pri tem eksperimentu določal le velikosti posameznih kapljic, ne pa tudi 
frekvence tvorbe. Razlog je naveden v poglavju o poteku eksperimentalnega dela. V 
nadaljevanju so tako ponovno prikazane tabele z vsemi meritvami in potrebnimi izračuni, 
katerim sledijo še grafi, ki ponazarjajo specifične odvisnosti velikosti od pogojev tvorbe. 
V tabelah 8 in 9 so prikazani pogoji stabilne tvorbe, sledijo jim pogoji, kjer se pri tvorbi kapljic 
pojavijo nestabilnosti – kapljice niso več monodisperzne, tvorba pa »skače« od večjih kapljic 
do manjših, in še prikaz parametrov pogojev, kjer dispergirana faza ohranja neprekinjen tok 
skozi celotno dolžino mikrokanala – strižne sile med fazama so manjše od energije, potrebne 
za nastanek nove medfazne površine. 
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Graf 8 – Volumen kapljic v odvisnosti od razmerja pretokov faz v injekcijsko nadziranem sistemu (mineralno olje, 4 % 
Span 80) 
Pretok dispergirane faze je navzgor omejen z 8 µL/min. Višji pretoki ne zagotavljajo stabilnosti 
sistema. Pretok dispergirane faze je navzdol omejen z 1 µL/min. Sicer črpalka zagotavlja 
znižanje pretoka faze do 0,5 µL/min, a je to povsem na robu zmogljivosti črpalke, zato se teh 
pogojev ni preverjalo (tabela 8). Pretok kontinuirne faze je navzdol omejen z 10 µL/min (sistem 
pri pretokih, nižjih od 10 µL/min, ni stabilen, kapljice pa niso monodisperzne) (tabela 8). 
Razmerje pretokov med kontinuirno in dispergirano fazo vpliva na velikost kapljic – večje kot 
je razmerje, manjše so kapljice (graf 7). Vrednost pritiska kontinuirne faze v nobenem primeru 
ne preseže tridesetkratnika vrednosti pretoka dispergirane faze (Fkont/Fdisp ≤ 30) (graf 8). 
Izračunana je bila tudi standardna deviacija volumnov kapljic, ki služi za ponazoritev 
monodisperznosti in za primer uporabe mineralnega olja znaša med 0,02 (minimalna vrednost) 






























Razmerje pretokov oljne in vodne faze [/]
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Graf 10 – Volumen kapljic v odvisnosti od razmerja pretokov faz v injekcijsko nadziranem sistemu (heksadekan, 4 % Span 
80)  
Pretok dispergirane faze je navzgor omejen s 4 µL/min. Višji pretoki ne zagotavljajo stabilnosti 
sistema. Pretok dispergirane faze je bil navzdol omejen z 1 µL/min (tabela 9). Pretok 
kontinuirne faze je navzdol omejen z 2 µL/min (primer ni prikazan v tabeli z rezultati, a 
stabilnost in monodisperznost sistema zagotavljajo tudi pogoji, kjer je: Fkont = 2 µL/min in Fdisp 
= 2 µL/min) (tabela 9). Razmerje pretokov med kontinuirno in dispergirano fazo vpliva na 
velikost kapljic – večje kot je razmerje, manjše so kapljice (graf 9). Vrednost pretoka 
kontinuirne faze v nobenem primeru ne preseže tridesetkratnika vrednosti pritiska dispergirane 
faze (Fkont/Fdisp ≤ 30) (graf 10). Izračunana je bila tudi standardna deviacija volumnov kapljic, 





































































Razmerje pretokov oljne in vodne faze [/]
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(minimalna vrednost) in 0,44 (maksimalna vrednost). To kaže na visoko stopnjo 
monodisperznosti ne glede na izbrane pogoje. 
Z zaključkom zgoraj opisanih eksperimentov sem zaključil del eksperimentalnega dela z 
uporabo komercialnega čipa Droplet Genomics. Četudi v nadaljevanju omenjenega sistema 
nisem več uporabljal, sem iz opravljenih eksperimentov in analize rezultatov pridobil mnoga 
nova znanja o kapljični mikrofluidiki. Spoznal sem se z osnovami delovanja kapljične 
mikrofluidike in se naučil, kako različni pogoji vplivajo na načine tvorbe in stabilnost sistema. 
V glavnem rezultati eksperimenta služijo za predstavitev vseh pogojev, ki so se izkazali za 
stabilne, in omogočajo tudi nadaljnjo rabo za različne namene za uporabnike Droplet Genomics 
ali čipa s podobno geometrijo (dimenzije kanalov morajo biti primerljive, da se podatki 
rezultatov lahko aplicirajo na druge sisteme). Poleg tega rezultati služijo tudi kot lepa 
ponazoritev dveh glavnih konceptov kapljične mikrofluidike. To sta miniaturnost in visoka 
zmogljivost sistema. Vidimo, da lahko z mikrofluidnim čipom, dostopnim na trgu, naredimo 
kapljice velikosti pikolitrov in s frekvenco tvorbe velikostnega reda kHz.  
 
4.6 Določanje koncentracije riboflavina v kapljicah 
Za uspešno in zanesljivo detekcijo vsebine kapljic na podlagi absorbance z ODcube instant v 
kasnejših eksperimentih je bilo treba pripraviti mnogo večje kapljice kot tiste, ki so bile v 
preteklih eksperimentih narejene s čipom Droplet Genomics. Za zadovoljiv signal detektorja bi 
morale biti kapljice premerov vsaj 100 do nekaj 100 µm. Razlog za potrebo po mnogo večjih 
kapljicah je namreč v občutljivosti detekcijskega sistema. Z ODcube detektorjem merimo 
signal absorbance in za primerno občutljivo detekcijo potrebujemo čim daljše optične poti, kar 
zagotovimo s tvorbo večjih kapljic. Glede na to, da so takšne kapljice bistveno večje od tistih, 
narejenih s komercialnim čipom, so pogoji tvorbe povsem drugačni (pretoki faz so bistveno 
višji, razmerja med posameznimi fazami pa so podobna), izrazito se razlikujejo tudi stabilnosti 
emulzije. Zaradi potrebe po večjih kapljicah je v nadaljevanju predstavljen postopek izdelave 
PDMS mikrofluidnega čipa, s katerim sem uspel zadostiti pogojem detekcijskega sistema.  
 
4.6.1 Postopek izdelave PDMS mikrofluidnega čipa 
Material za pripravo PDMS čipov sestoji iz dveh komponent: iz silikonskega monomera in 
polimerizacijskega sredstva oziroma trdilca (slika 33). Monomer in trdilec sem zmešal v 
masnem razmerju 10 : 1. Mešanica monomera in trdilca je predstavljena na sliki 34 (10 g 




Slika 33 – Prikaz posameznih surovin za pripravo PDMS 
mešanice; trdilec (levo); monomer (desno) 
 
Slika 34 – Mešanica trdilca (1 g) in monomera (10 g)
Tako nastalo mešanico sem moral intenzivno mešati 2–3 min s spatulo ali žličko. Z mešanjem 
sem v mešanico vnesel veliko zraka, kar se odraža v nastajanju zračnih mehurčkov. Mehurčke 
sem moral odstraniti, saj polimer zaradi njihove prisotnosti pomotni v belo barvo, kar zaradi 
zahtev po transparentnosti čipa ni ustrezno (slika 35). Da sem se znebil zraka, ujetega v 
polimeru, sem mešanico postavil v vakuumski eksikator za približno 30 minut do 1 ure, odvisno 
od zmogljivosti vakuumske črpalke (slika 36). Po končani izpostavitvi vakuumu mešanica 
ponovno postane prozorna, saj je bil ujeti zrak uspešno odstranjen (slika 37). Material je tako 
pripravljen za vlivanje v očiščen kalup.  
 
Slika 35 – Motna PDMS mešanica 
po procesu intenzivnega mešanja 
 
 
Slika 36 – Prikaz vakuumskega 
eksikatorja med procesom 
odstranjevanja zračnih mehurčkov 
iz PDMS mešanice 
 
Slika 37 – Transparentna PDMS 
mešanica po procesu 
odstranjevanja zraka, pripravljena 
za vlivanje v kalup
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PDMS je v naslednjem koraku pripravljen za vlivanje v kalup in dokončno izdelavo 
mikrofluidnega čipa. Kalup za vlivanje je bil narejen iz primernega materiala s postopkom SLA 
3D tiskanja in obdelan tako, da je omogočal polimerizacijo PDMS. 
Tekoč PDMS sem previdno vlil do vrhnjega roba izbranega kalupa. Nato je potrebna toplotna 
obdelava, ki pospeši polimerizacijo PDMS v kalupu, da ta dobi končno obliko. To sem storil z 
uporabo magnetnega mešala s temperaturnim nadzorom (angl. hot plate), nastavljenega na 
80 °C, ali z uporabo inkubatorja/pečice (80 °C). Kalup s PDMS sem na grelu pustil eno uro. Po 
končani toplotni obdelavi sem čip previdno odstranil iz kalupa in na ustreznih mestih, kjer sem 
v čip kasneje vstavil cevke, naredil luknjice s pomočjo biopsijskega luknjača premera 1,5 mm. 
Zadnji korak je pritrditev PDMS čipa na mikroskopsko stekelce, da dobimo zaprt sistem. S tem 
dobimo kočno obliko mikrofluidnega čipa s pripadajočo 3D strukturo kanalov, ki smo jih v 
PDMS kos odtisnili s kalupom. Na mikroskopsko stekelce sem s spatulo nanesel zelo tanek sloj 
neobdelanega PDMS (isti pripravljeni material, ki sem ga uporabljal za vlivanje v kalup) in 
nanj enakomerno pritisnil PDMS čip. Ponovimo postopek segrevanja pri temperaturi 80 °C, ki 
tokrat traja 20 min. PDMS moramo enakomerno obtežiti, da se dobro pritrdi na stekelce. Tanek 
sloj PDMS se pri povišani temperaturi strdi in služi kot lepilo med čipom in stekelcem. Po 
končani temperaturni obdelavi sem tako dobil zaprt sistem kanalov med PDMS čipom in 
stekelcem. Na mikrofluidni čip v zadnji fazi priključimo še ustrezne cevke, ki so povezane z 
rezervoarji za tekočine in ustreznimi črpalkami. Sistem je tako pripravljen za uporabo.  
Na sliki 38 je prikazan kalup, na sliki 39 pa mikrofluidni čip, ki sem ga uporabljal v zadnjem 
delu eksperimentalnega dela, vezanega na detekcijo vsebine posameznih kapljic. Premeri 
kanalov so enakomerni in znašajo približno 400 µm. Čip vsebuje 3 vhodno/izhodne odprtine 
oziroma v primeru mojih poskusov dve vhodni in eno izhodno odprtino.  
 
Slika 38 – Uporabljeni kalup za izdelavo lastnega mikrofluidnega čipa 
 






4.6.2 Vpliv pogojev na tvorbo kapljic v PDMS čipu 
Za tvorbo večjih kapljic sem uporabil številne lastno izdelane čipe, tako čipe s prečnim tokom 
kot tudi s čipe s fokusiranjem toka. V tem eksperimentu sem za nadzor pretokov ene in druge 
faze uporabljal sistem injekcijskih črpalk Essi Tech. Pretoki in medsebojna razmerja kapljevin 
sledijo ugotovitvam prej narejenih eksperimentov (dispergirana faza: 5–50 µL/min, kontinuirna 
faza: 20–100 µL/min, razmerja so se gibala med 1 : 1 in 1 : 20, kar je v skladu s prejšnjimi 
eksperimenti). Sama tvorba kapljic ni bila problematična, saj je bila tvorba različno velikih 
kapljic, ki so ustrezale kriterijem velikosti za detekcijo, na vseh čipih uspešna. Težava se je 
pojavila pri obstojnosti in shranjevanju tako narejene emulzije. Emulzija namreč ni bila stabilna 
niti v krajšem časovnem obdobju pri sobni temperaturi, kar je osnovi pogoj za uporabnost 
takšnega sistema. Očitno na nivoju kapljic premera nekaj 100 µm ne prevladujejo več 
površinski pojavi in pojavi, opisani v teoretičnih poglavjih, do izraza pride »makroskopska« 
narava sistema in prevladovanje volumskih sil, zato takšne emulzije tudi niso bile stabilne.  
Po opravljenih številnih poskusih z različnimi čipi, različnimi pogoji hrambe emulzije, uporabo 
različnih olj (v tej fazi se sta se uporabljala le še mineralno olje in heksadekan z dodatkom Span 
80) in koncentracij PAS se je kot uspešen sistem izkazal v nadaljevanju opisani sistem.  
Tvorba kapljic je potekala na mikrofluidnem čipu s prečnim tokom (T-križišče), katerega 
postopek izdelave je podrobneje opisan v poglavju 4.6.1. Premer kanala je znašal 400 µm. 
Tvorjene kapljice so imele čepasto obliko in so bile po širini omejene z geometrijo kanala. 
Prostornina takšnih kapljic znaša približno 10 µL. Pogoji tvorbe, ki so se izkazali za stabilne, 
so znašali: Fdisp = 30 µL/min, Fkont = 60 µL/min. Frekvenca tvorbe je znašala približno 2 Hz, kar 
je bistveno počasnejše od tvorbe kapljic na čipih manjših dimenzij. Počasnejša tvorba kapljic 
omogoča, da kapljice ne pridejo v neželeni medsebojni stik. Dodatek Span 80 je znašal 0,3 % 
m/V, kultivacija in hranjenje kapljic pa sta se izvajali direktno v cevki. Obstojnost emulzije se 
je tudi v tem primeru preverjala v časovnem obdobju enega dneva pri sobni in povišani 
temperaturi. Slika 40 prikazuje mikroskopski posnetek kapljice, narejene pri zgoraj opisanih 
pogojih tvorbe.  
 
Slika 40 – Prikaz Taylorjevega toka –  kapljice, ki zavzame celoten premer mikrokanala  
 
Nižja koncentracija dodanega Span 80, potrebnega za tvorbo stabilne emulzije, je pričakovana. 
Skupna površina kapljic, tvorjenih iz določenega volumna dispergirane faze, je namreč pri 
tvorbi večjih mikrolitrskih kapljicah manjša od skupne površine nanolitrskih kapljic ravno za 
faktor 10, kar okvirno sovpada z znižanjem koncentracije dodatka Span 80 s 4 % m/V v primeru 





4.6.3 Detekcija absorbance  
Kot je opisano v uvodnih teoretičnih poglavjih in v poglavju Namen dela, se kapljična 
mikrofluidika v biotehnologiji pogosto uporablja v kombinaciji s preciznimi detekcijskimi 
tehnikami za namene hitrih presejalnih testov, spremljanja bioloških procesov in optimizacije 
produkcijskih/kultivacijskih pogojev. S tem razlogom je tudi zaključek raziskovalnega dela 
temeljil na izdelavi mikrofluidne platforme z namenom možnosti kasnejše uporabe za hitre 
presejalne teste. Da bi bil celoten mikrofluidni sistem funkcionalen in uporaben, je treba 
zagotoviti nekaterim ustreznim pogojem. Prvi je uspešna inkapsulacija bioloških komponent v 
mikrofluidne kapljice, sledi natančna detekcija vsebine kapljic (celic ali celičnih produktov), 
nazadnje pa potrebujemo še ustrezno platformo za sortiranje kapljic. 
V sklopu laboratorijskega dela je uspela izdelava opisane mikrofluidne platforme do te mere, 
da ji za dejansko uporabo in izvedbo hitrih presejalnih testov manjka le še integracija koraka 
sortiranja. 
Eksperiment je bil usmerjen v izdelavo oziroma uporabo sistema za detekcijo kapljic. Detektor 
absorbance ODcube instant (Essi Tech) sem uspešno uporabil za detekcijo kapljic, ki vsebujejo 
različne koncentracije standarda riboflavina. Detekcija je bila tako dokazana kot možna in 
zanesljiva. Rezultati eksperimenta prikazujejo, kako se signal detektorja spreminja v odvisnosti 
od koncentracije raztopljenega standarda v dispergirani fazi in odpira številne možnosti za 
nadgradnjo obstoječega sistema s sistemom za detekcijo in zaporednim/sočasnim sortiranjem 
kapljic glede na signal vsebine. 
Za potrebe eksperimenta sem uporabljal lastno izdelan PDMS mikrofluidni čip, sistem dveh 
injekcijskih črpalk Essi Tech, mikroskop Motion Scope z integrirano hitro kamero in detektor 
absorbance ODcube instant. 
Zaradi različnih absorpcijskih spektrov uporabljenih kapljevin kot rezultat detekcije dobimo 
krivuljo, ki prikazuje stopnjo absorpcije v arbitrarnih enotah a.u. (angl. arbitrary unit). Primer 
signala je predstavljen na naslednjem grafu. 
 
Graf 11 – Detekcija mikrofluidnih kapljic z detektorjem ODcube instant, kjer je signal odvisen od faze, ki se v danem trenutku 























Višje vrednosti absorbance (»bazna linija«) predstavljajo področja, kjer je čez detektor tekla 
kontinuirna faza, nižje vrednosti signala oziroma »doline« pa predstavljajo posamezno kapljico.  
Pri analizi rezultatov detekcije toka kapljic z različnimi koncentracijami standarda riboflavina 
čez detektor sta se pojavili dve težavi, ki sta oteževali interpretacijo rezultatov. Prva je bila ta, 
da vrednost signala kontinuirne faze, ki se med eksperimenti ni spreminjala (heksadekan, 4 % 
Span 80), ni bila konstantna. Druga pa je bila neenaka velikost kapljic, predhodno narejenih na 
mikrofluidnem čipu.  
Vrednost signala kontinuirne faze bi morala biti pri vseh eksperimentih enaka, realni rezultati 
pa pokažejo drugačno sliko. Signal kontinuirne faze pri eksperimentu z dH2O (dispergirana 
faza) se na primer giba okoli vrednosti 22600 a.u., signal te iste kontinuirne faze pri 
eksperimentu s 25 mg/L riboflavina pa le okoli 22000 a.u. Do razlik v vrednosti signala 
kontinuirne faze pride zaradi različne lege cevke v detektorju. Med posameznimi eksperimenti 
je ob spreminjanju koncentracije riboflavina v dispergirani fazi treba na novo preurediti številne 
komponente sistema (na primer menjava vsebine brizge z dispergirano fazo). Že najmanjši 
premiki postavitve lege cevke močno vplivajo na vrednost signala. Vrednost signala 
kontinuirne faze oziroma t. i. »bazne linije« se pri posameznih eksperimentih spreminja, zato 
nam tudi višina »doline« ne poda zadovoljivih podatkov o višini signala in posledično 
koncentraciji riboflavina v kapljici.  
Druga težava, ki jo je pri interpretaciji rezultatov treba upoštevati, je bila neenakomerna 
velikost kapljic. Pri pogojih tvorbe večjih »slug flow« kapljic namreč pogoji niso tako strogo 
nadzorovani, zato tudi kapljice ne izkazujejo tako visoke stopnje monodisperznosti, kot je to 
predstavljeno pri sistemu s komercialnim čipom manjših dimenzij. Zato se pri preračunavanju 
vrednosti površine signala nad krivuljo upošteva normirane vrednosti glede na čas, ki ga je 
kapljica potrebovala, da je prešla čez detektor. Z normiranjem vrednosti signala se izognemo 
spremenljivim rezultatom zaradi neenake velikosti, s čimer se rezultate naredi med seboj 
primerljive.  
Spodaj je prikazan skupni graf vseh štirih eksperimentov. Kot je omenjeno že v opisu 
eksperimenta in rezultatov, se na grafu lepo vidi, da spreminjanje pozicije cevke v detektorju 
vpliva na višino signala kontinuirne faze. Izračuni normiranih vrednosti so predstavljeni v tabeli 
10, vrednosti se višajo z naraščanjem koncentracije riboflavina v dispergirani fazi, kar je 
skladno s pričakovanji. Površine posameznih vrhov kapljic so pridobljene s klasičnim 
matematičnim postopkom integracije s časovnim korakom ∆t. 
𝑃𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎𝑑 𝑘𝑟𝑖𝑣𝑢𝑙𝑗𝑜 =  ∫ 𝑆
𝑡2
𝑡1
∗ 𝑑𝑡 = (𝑆1 − 𝑆0 + 𝑆2 − 𝑆0 + ⋯ +) ∗ 𝑑𝑡 =
(∑ 𝑆𝑖 − 𝑛 ∗ 𝑆0) ∗ ∆𝑡                          (enačba 14) 
Si predstavlja vrednost signala v a.u. pri času t = t0 + i∗ ∆t, to predstavlja čas, kjer se signal 
absorbance prelomi navzdol in pomeni prehod med kontinuirno in dispergirano fazo, torej 
začetek detekcije kapljice, časovni korak ∆t znaša 10 ms, n pa predstavlja število korakov 






Graf 12 – Signal detektorja ODcube instant za kapljice z različno vsebnostjo riboflavina pri izmenjavi kontinuirne in 
dispergirane faze na mestu detekcije 
Graf 12 zaradi boljše preglednosti prikazuje le zajem podatkov v krajšem časovnem obdobju 
(5 s). Iz grafa je razvidno, da imajo »bazne linije«, ki predstavljajo absorbanco kontinuirne faze, 
različne vrednosti a.u. Vrhovi posameznih kapljic, ki so vsebovale različne koncentracije 
riboflavina, med seboj niso primerljivi. Za uspešno analizo grafa je treba primerjati povprečne 
normirane vrednosti integriranih površin posameznih vrhov (N = 10). Iz grafa lahko tudi 
razberemo, da je bila frekvenca tvorbe približno 2 Hz, kar je bistveno nižje kot pri tvorbi kapljic 
na komercialnem čipu. Razloga za počasnejšo tvorbo sta večje dimenzije uporabljenega 
mikrofluidnega čipa in mnogo večja velikost kapljic v Taylorjevem toku. 
Tabela 10 – Normirana vrednost signala posameznih dispergiranih faz 
Koncentracija riboflavina [mg/L] 
Normirana vrednost 






Spodnji graf prikazuje odvisnost normiranega integriranega signala v odvisnosti od časa (graf 
12), ki služi kot umeritvena krivulja za potencialno preračunavanje in določevanje neznanih 
koncentracij riboflavina v realnih vzorcih. Vidimo, da je vrednost normiranega signala 
absorbance linearno odvisna od koncentracije riboflavina v dispergirani fazi. Podano enačbo 





Graf 13 – Vrednost normiranega signala na ODCube instant v odvisnosti od koncentracije riboflavina 
Detekcija vsebine kapljic je eden izmed ključnih elementov razvoja mikrofluidne metode za 
hitre presejalne teste (angl. screening). Z zgoraj opisanim eksperimentom sem dokazal, da je 
detekcija vsebine kapljic možna in zanesljiva. Čeprav biološka komponenta ni bila v uporabi, 
lahko sklepam, da bi se sistem podobno obnesel tudi pri detekciji realnih bioloških vzorcev. 
Dejstvo je, da je kapljevinski sistem, ki sem ga uporabljal v zgornjih eksperimentih (standard 
riboflavina, raztopljen v destilirani vodi), bistveno bolj enostaven od večine realnih sistemov z 
vključeno biološko komponento. Obnašanje realnega sistema in njegova detekcija bi bila 
verjetno drugačna, kot je prikazano na zgornjem poenostavljenem sistemu, saj bi dispergirana 
faza poleg riboflavina (kot predmeta obravnave in detekcije) vsebovala še druge metabolne 
produkte, celično biomaso in številne komponente gojišča, ki bi lahko motile detekcijo. Četudi 
biološka komponenta ni bila prisotna v sistemu, lahko predpostavim, da bi se zgoraj opisani 






































Koncentracija riboflavina v dispergirani fazi [mg/L ribofalvin]
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5 SKLEPI IN ZAKLJUČEK.  
Razvoj na področju mikrofluidike v zadnjih desetletjih je pripomogel k uspešni integraciji 
različnih mikrofluidnih platform v številne biotehnološke procese in raziskave na različnih 
znanstvenoraziskovalnih področjih.  
Kapljična mikrofluidika, podskupina mikrofluidike, se pogosto uporablja za izvajanje hitrih 
presejalnih testov. Z uporabo kapljične mikrofluidike za izvedbo hitrih presejalnih testov 
povišamo pretočnost opravljenih eksperimentov tudi za faktor 1000, hkrati pa drastično 
znižamo stroške izvedbe eksperimentov in uporabljenih reagentov ter kemikalij. Glavni 
pomanjkljivosti kapljične mikrofluidike sta zagotovo visoka cena primernih reagentov 
(favorizirana je uporaba dragih fluoriniranih olj in fluorosurfaktantov) in dejstvo, da na trgu 
praktično ni komercialno dostopnih mikrofluidnih platform.  
Skladno z ugotovitvijo, da na trgu primanjkuje komercialno dostopnih mikrofluidnih sistemov, 
je v magistrski nalogi prikazan razvoj lastne mikrofluidne platforme za izvajanje hitrih 
presejalnih testov.  
Predstavljena je uporaba alternativnih kemikalij in reagentov za uporabo v kapljičnem 
mikrofluidnem sistemu, ki so cenovno mnogo bolj ugodni in s tem primerni za uporabo v 
raziskovalne namene. Uspešno je bila prikazana tvorba kapljic, ki močno zavisi od pogojev 
tvorbe in uporabe mikrofluidnega čipa s primerim dizajnom. Nazadnje je bil uspešno izdelan 
tudi lastni mikrofluidni čip, na katerem sem uspešno izvedel tudi detekcijo vsebine kapljic. Z 
detektorjem absorbance sem uspel določiti koncentracijo raztopljenega standarda riboflavina v 
posameznih kapljicah. Omenjeni sistem služi kot imitacija realnega biološkega sistema.  
Za uporabo zgoraj opisanega sistema za uspešno izvajanje hitrih presejalnih testov bi bila sicer 
potrebna tudi integracija metode za sortiranje kapljic. Sistem bi bil tako povsem nared za 
izvajanje hitrih presejalnih testov, kot tudi za izvajanje optimizacij gojišč, iskanje specifičnih 
mikrobioloških populacij, izvajanje monitoringa proizvodnje metabolnih produktov, iskanje 
sevov z najvišjo produkcijo in za številna druga uporabna mikrobiološka testiranja.  
Ker platforma tako še ni povsem izdelana, ostaja področje razvoja in integracije sistema za 
sortiranje mikrofluidnih kapljic zanimiva in odprta tema za nadaljnje raziskave v podjetju Acies 
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